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   RESUMEN 
 
Objetivo: Desarrollar un método de identificación y cuantificación de 
cloranfenicol en carnes por cromatografía liquida acoplada a espectrometría 
de masas LC-MS-MS. 
Material y métodos. Se utilizó el método de cromatografía líquida de alta 
resolución acoplada a espectrometría de masas tipo tándem Triple 
Cuadrupolo Masa-Masa (LC-MS/MS), efectuando su validación según lo 
establecido por las regulaciones internacionales como la Directiva 96/23/EC  
2002 Comisión Decisión Unión Europea, para los parámetros de                       
1) especificidad, 2) límite de detección (LOD), 3) límite de cuantificación 
(LOQ), 4) precisión intradía e interdia, 5) exactitud, 6) linealidad y                      
7) recuperación. 
Se empleó un sistema de extracción en fase sólida para el análisis de las 
muestras de carne de pollo, mediante cartuchos de Octadecilsilano C18, con 
carga de 100 mg y 3 mL de volumen, para la detección de los analitos 
cloranfenicol (CAF) y su estándar interno cloranfenicol deuterado (CAFD5) 
evidenciándose las transiciones de 320.90→150.96 m/z, por Monitoreo de 
Reacción Simple (SRM), para el analito cloranfenicol (CAF) y 325.85→ 155.98 
m/z, SRM para el estándar interno cloranfenicol deuterado (CAFD5). 
Resultados. Los valores obtenidos durante la validación del método 
establecieron una muy buena especificidad  al no obtener pico cromatográfico 
alguno en los tiempos de retención del analito cloranfenicol (CAF) y su 
estándar interno, cloranfenicol deuterado (CAFD5), el límite de detección 
(LOD) fue de 1,0 ng/mL, correspondiente a 0,1 ng/g,  límite de cuantificación 
(LOQ) de 3,0 ng/mL correspondiente a 0,3 ng/g , precisión intradía: control de 
calidad A (QCA) 19,61%,control de calidad B (QCB) 4,46% y control de calidad 
C (QCC) 6,87%, precisión interdia: QCA 3,86%, QCB 15,07% y QCC 3,22%, 
linealidad con un coeficiente de correlación lineal  r= 0.9987 y un porcentaje 
de recuperación para los seis (06) niveles propuestos entre 84,6% y 105,0% 
De las veinte seis (26) muestras evaluadas procedentes de 4 mercados de 
distribución de carne de pollo de las ciudades de Lima y Callao, se evidenció 
que catorce (14) muestras no cumplieron con el Límite Máximo Residual 
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permitido para el antibiótico cloranfenicol en carne pollo definida por la FDA y 
la Unión Europea ≤ 0,3 ng/g. 
Conclusión.  Se logró desarrollar un método validado capaz de identificar y 
cuantificar residuos del antibiótico cloranfenicol en muestras de carne de pollo 
empleando cromatografía líquida de alta resolución acoplada a 
espectrometría de masas tipo tándem Triple Cuadrupolo Masa-Masa (LC-
MS/MS), 
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SUMMARY 
 
Objective: To develop a method for identification and quantification of 
chloramphenicol in meat by liquid chromatography coupled to mass 
spectrometry LC-MS/MS. 
Material and methods. The high resolution liquid chromatography method 
coupled with Quadrupolar tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) was used, 
and validated according to international regulations such as Directive         
96/23/ EC 2002 of Commission European Union Decision, for the parameters 
of specificity, detection limit (LOD), quantification limit (LOQ), intraday and 
inter day precision, accuracy, linearity and recovery. 
A solid phase extraction system was used for the analysis of chicken meat 
samples, using Octadecylsilane C18 cartridges, with a loading of 100 mg and 
3 mL of volume, for the detection of analytes chloramphenicol (CAP) and its 
standard Internal deuterated chloramphenicol (CAPD5), with transitions of 
320,90 → 150,96 m/z, by Simple Reaction Monitoring (SRM), for the analyte 
chloramphenicol (CAP) and 325,85 → 155,98 m/z ion, SRM for internal 
standard chloramphenicol deuterated (CAPD5). 
Results. The values obtained during the validation of the method established 
a very good specificity. Any chromatographic peak were obtained at the 
retention times of the analyte chloramphenicol (CAP) and its internal standard, 
deuterated chloramphenicol (CAPD5), the detection limit (LOD) was                 
1,0 ng / mL, corresponding to 0,1 ng/g, 3,0 ng/mL quantification limit (LOQ) 
corresponding to 0,3 ng /g; intraday precision: quality control A (QCA) 19,61%, 
quality control B (QCB) 4,46% and QCC 6,.87%, interdia precision: QCA 
3,86%, QCB 15,07% and QCC 3,22%, linearity with a linear correlation 
coefficient (r = 0.9987) and a recovery percentage for the six levels proposed 
between 84.6 % and 105.0%. Twenty-six (26) samples were evaluated from 
four markets of chicken meat distribution in the cities of Lima and Callao. It 
was founded that fourteen (14) samples did not comply with the Maximum 
Residual Limit allowed for the antibiotic chloramphenicol in chicken meat 
according to FDA and the European Union ≤ 0,3 ng/g. 
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Conclusion. It was possible to develop a validated method capable of 
identifying and quantifying chloramphenicol antibiotic residues in chicken meat 
samples using the high resolution liquid chromatography method coupled with 
triple quadrupole mass spectrometry. 
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CAPITULO 1: INTRODUCCIÓN 
 
1.1. Situación problemática        
 
Los antibióticos son frecuentemente usados en agricultura, ganadería y 
acuicultura como alimentos profilácticos y agentes terapéuticos para evitar 
enfermedades en animales. El amplio uso de drogas veterinarias y 
particularmente de antibióticos en especies destinadas al consumo humano 
representa un riesgo potencial para la salud de la población. (Tavakoli, 
Safaee, Afsharfarnia, Joneidi & SA‘Adai, 2015). 
 
El Cloranfenicol es un antibiótico de amplio espectro usualmente empleado en 
la práctica veterinaria, incluyendo el tratamiento de especies de aves de corral 
y especies marinas en acuicultura. Fue aislado por primera vez en 1947 de 
cultivos de Streptomyces venezuelae y su producción a través de síntesis 
química empezó en 1949. Es un potente antibiótico ampliamente usado en el 
tratamiento de enfermedades en humanos y animales. (Karami, Miri, Javidnia 
& Kobarfard, 2016). 
 
Se conoce ampliamente que este fármaco provoca efectos tóxicos serios en 
seres humanos por ser un inhibidor de la síntesis de proteínas y el riesgo 
principal aumenta por el incremento de resistencia bacteriana y la aparición 
de reacciones alérgicas a los antibióticos.  
 
El cloranfenicol ha demostrado ser dañino para las personas ya que puede 
causar anemia aplásica pudiendo causar enfermedades como la leucemia. 
Además, puede causar el síndrome del bebe gris, una situación patológica 
que puede ser fatal si no es tratada a tiempo, ya que afecta a recién nacidos 
por atravesar la barrera placentaria y es excretado por la leche materna. 
(Bakar, Morshed, Islam & Karim, 2013). 
 
A fin de proteger la salud de la población de riesgos potenciales de presencia 
de residuos de antibióticos, muchos países han prohibido su uso en alimentos 
producidos de origen animal. El límite máximo de seguridad para sustancias 
empleadas como drogas veterinarias en animales de consumo humano es 
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para la comunidad europea (EMA) y USA (FDA) de 0,1 a 0,3 mg/Kg. 
(Hammack, Carson, Neuhaus & Hurlbut, 2003; citado en Talero-Perez, et al., 
2014) 
 
1.2. Formulación del problema  
 
Actualmente existe una carencia en nuestro país de técnicas adecuadas para 
poder efectuar el monitoreo de antibióticos en alimentos de origen animal y la 
inexistencia de regulaciones que permitan garantizar la salud de las personas 
que consumen estos alimentos. 
 
Estudios anteriores realizados en la ciudad de Lima, referente a la 
identificación y cuantificación de residuos de antibióticos en carne de uso 
humano evidenció que existe presencia de estos en alimentos de consumo 
popular comercializados en nuestro país. (Azañero & Chiroque, 2010). 
 
Teniendo como referencia las normas internacionales vigentes y los límites 
permisibles para estos grupos de antibióticos dentro de los cuales se 
encuentra el cloranfenicol, se plantea la evaluación de los alimentos de tejidos 
de animales destinados al consumo humano en los diferentes centros de 
abastecimiento de la ciudad de Lima, empleando una técnica  usada en otros 
países y recomendada por las regulaciones internacionales como es la 
cromatografía líquida acoplada a espectrometría de masa tipo tándem LC-MS-
MS, la cual permitirá la evaluación certera de la presencia o no de 
cloranfenicol y determinar si su concentración se encuentra dentro los límites 
permisibles para el consumo humano. 
 
1.3. Justificación Teórica de la investigación  
 
El uso de una variedad de métodos para el monitoreo de cloranfenicol en 
productos alimentarios incluye a la cromatografía de gases-masas (GC-MS), 
ELISA, radioinmunoanálisis y cromatografía liquida (LC), sin embargo, se 
requiere una derivatización previa para analizar la matriz alimentaria. El 
método de ELISA es simple y rápido, pero usualmente solo es usado para 
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realizar un monitoreo preliminar de los compuestos en alimentos ya que 
produce resultados falsos positivos. El método usando GC-MS requiere la 
derivatización del cloranfenicol, lo cual lleva consigo a efectuar análisis muy 
largos afectando la recuperación del fármaco, esta técnica además no es 
recomendada para el análisis de residuos de medicamentos, por ser muy 
larga y no reproducible cuando se analizan trazas. (Gikas, Kormalli &Tsipi, 
2004; citado en Talero-Pérez et al., 2014) 
  
Cuando se analizan matrices complejas, tales como la de los alimentos para 
determinar trazas de antibióticos, se recomienda su detección empleando 
técnicas de espectrometría de masas, ya que se reducen las interferencias 
debido a que se analiza la masa molecular del compuesto permitiendo una 
detección inequívoca. Consecuentemente los métodos empleando la 
detección por espectrometría de masas son los elegidos por las normativas 
de la unión europea como técnicas confirmatorias. (Ramos, Muñoz, Aranda, 
Rodríguez, Díaz & Blanca, 2003; citado en Bakar et al., 2013). 
 
1.4. Justificación Práctica de la investigación 
 
Con respecto a la normativa de los antibióticos permitidos como aditivos así 
como los límites máximos de residuos (LMR) de antibióticos para cada 
alimento según especie y tejido de procedencia, la Unión Europea (UE) tiene 
establecido el Reglamento (CE) N° 2758/99, el cual sirve de base para 
algunos países que aún no poseen sus propios reglamentos acordes a su 
realidad no siendo el caso de USA quien cuenta con su propio reglamento al 
igual que otros países de Latinoamérica como Argentina, Brasil y Uruguay. El 
Perú con su organismo regulador el Servicio Nacional de Sanidad y Calidad 
Agroalimentaria (SENASA) aún no cuenta con una reglamentación específica 
establecida, la cual pueda regular la salubridad pública nacional. 
 
La técnica de cromatografía líquida acoplada a espectrometría de masas LC-
MS-MS es el método más empleado en la detección de residuos de 
antibióticos en tejidos de animales, en tal sentido se propone el desarrollo de 
un método que nos permita detectar y cuantificar residuos de medicamentos 
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como el cloranfenicol en tejidos de animales empleando esta técnica que es 
la recomendada por la regulación sanitaria animal de otros países.  
 
1.5. Objetivos 
 
1.5.1 Objetivo General: 
 
 Desarrollar un método de identificación y cuantificación de cloranfenicol 
en carnes por cromatografía líquida acoplada a espectrometría de 
masas tándem Triple Cuadrupolo Masa-Masa. 
 
1.5.2 Objetivos Específicos: 
  
 Validación del método para identificación y cuantificación de 
cloranfenicol en carnes por cromatografía líquida acoplada a 
espectrometría de masas tándem Triple Cuadrupolo Masa-Masa 
 Extracción de cloranfenicol en muestras de carne mediante extracción 
sólido-líquido. 
 Determinación de las transiciones de masas que permitan identificar la 
presencia de cloranfenicol en carne de pollo. 
 Cuantificación de los niveles de cloranfenicol en carne de pollo y 
comparación con los límites permisibles. 
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CAPITULO 2: MARCO TEORICO 
 
2.1. Antecedentes de investigación 
 
 Widiastuti R &, Anatasia Y., 2014” Detection of Chloramphenicol 
Residue in Bovine Meat Using Liquid Chromtography Mass 
Spectrometry”. En esta investigación se efectuó el análisis de residuos de 
cloranfenicol en carne de bovino utilizando cromatografía líquida con 
detector de masas (LCMS), y se estudió la presencia de residuos de 
Cloranfenicol (CAF) en carne de bovina comercializada en mercados de 
Indonesia. La separación se efectuó empleando como fase móvil acetato 
de amonio 10 mM/agua y análisis mediante ionización Electrospray (ESI) 
de modo negativo. La validación del método obtuvo resultados de r2=0.9981 
para linealidad, recuperación en tres niveles (0,25; 0,50 y 1,00 ng/g) en el 
rango de 77,5%; 97,3% y 83,4 % respectivamente; límite de detección de 
0,15 ng/g. El estudio pretendió demostrar si se cumplía con el nivel de 
cloranfenicol permitido por regulaciones internacionales de 0,3 ng/g. Los 
resultados de análisis de 52 muestras mostraron que se detectó residuo de 
CAF en 9 muestras en concentraciones entre 0,14 y 0,27 ng/g, de los cuales 
6 muestras se encontraron por encima del nivel mínimo permitido. El resto 
43 muestras, no mostraron presencia de CAF, concluyéndose que es 
factible efectuar la determinación de CAF en carne bovina mediante la 
técnica de LC/MS.  
  Xu, Zhang, He, Mi & Liu, 2011.”Rapid Detection of Chloramphenicol in 
Animal Products without Clean-up using LC-High Resolution Mass 
Spectrometry”.En este estudio se desarrolló un método rápido para la 
confirmación y determinación de subniveles de cloranfenicol (CAF) en 
productos de carne empleando cromatografía líquida de alta resolución 
acoplada a espectrometría de masas (LC-HRMS).Se empleó cloranfenicol 
deuterado como estándar interno y las muestras fueron extraídas usando 
acetato de etilo y evaporadas a sequedad. Se utilizó una columna 
cromatográfica de empaque C18; como fase móvil una mezcla de metanol 
agua (60:40) y una ionización Electrospray (ESI) de modo negativo. 
Muestras de cerdo, pescado, pollo y salchichas se emplearon para la 
validación del método, obteniéndose como resultado un límite de 
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cuantificación de 0.1 ug/kg, con un porcentaje de recuperación para 
muestras contaminadas con CAF de los niveles de 0.1-1.0 ug/kg de         
73,0 % a 99,0 % respectivamente. Concluyéndose que la confirmación y 
determinación de subniveles de CAF fue posible efectuarse mediante LC-
HRMS y su estándar interno isótopo. 
 Bakar, Morshed, Islam & Karim, 2013. “Screening of Chloramphenicol 
Residues in Chickens and Fish in Chittagong City of Bangladesh”. Se 
efectuó un screening de residuos de Cloranfenicol (CAF) en muestras de 
pollo y pescado empleando cromatografía liquida acoplada a 
espectrometría de masas (LC-MS-MS). Tres variedades de pollo y seis 
tipos de pescado fueron recolectados de mercados locales de la ciudad de 
Chittagong Bangladesh, haciendo un total de trece muestras, obteniéndose 
como resultado concentraciones de CAF para todo tipo de carne y pescado 
entre 0,133 ug/kg a 0,515 ug/kg. Según regulación europea el límite mínimo 
permisible de cloranfenicol es 0.3 ug/kg. Ocho de las trece muestras 
analizadas excedieron los valores mínimos permisibles para CAF, 
encontrándose valores de 0,380 a 0,515 ug/kg y solo cinco muestras 
mostraron valores que cumplieron con el límite establecido por la regulación 
europea, concluyéndose que existe un alto riesgo de contaminación del uso 
ilegal de cloranfenicol en la industria avícola y acuicultura. 
  Bogusz, Hassan, Al-Enazi, Ibrahim & Al-Tufail, 2004. “Rapid 
determination of chloramphenicol and its glucoronide in food 
products by liquid chromatography-electrospray negative ionization 
tándem mass spectrometry”. En este estudio cloranfenicol (CAF) fue 
aislado de carne de pollo y productos marinos mediante una técnica simple 
de extracción, empleándose en las muestras un procedimiento de 
extracción en fase sólida (SPE). La separación fue efectuada usando una 
columna RP 18, como fase móvil acetonitrilo y formiato de amonio 10mM 
pH 3.0 y estándar interno (IS) Cloranfenicol deuterado (CAFD5). El 
espectrofotómetro de masas fue operado con fuente de ionización 
Electrospray (ESI) modo negativo. Como resultado se obtuvieron 
transiciones de CAF, m/z 321 ˃152 como cuantificador y 321 ˃194,            
321 ˃257 como calificador y para el IS una transición de m/z 326 ˃ 157. 
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En la validación de la metodología analítica se obtuvo un valor de límite de 
detección de 0,1 ng/g para carne y 0,05 ng/g para miel. Se realizó la prueba 
del efecto matriz observándose que no hubo influencia de la matriz en la 
determinación de CAF. Se concluye que el método empleado para la 
determinación de cloranfenicol en carne de pollo, pescado y miel es rápido, 
simple y presento una alta sensibilidad, capaz de analizar de 20 a 30 
muestras por día. 
 Gikas, Kormali, Tsipi & Tsarbopoulos, 2004. “Development of a Rapid and 
Sensitive SPE-LC-ESI MS/MS Method for the Determination of 
Chloramphenicol in Seafood”. En esta investigación se desarrolló y 
valido un método basado en cromatografía liquida acoplada a 
espectrometría de masas para la detección y cuantificación de cloranfenicol 
en mariscos. La metodología propuesta incluyo una previa purificación de 
la muestra en un sistema de extracción en fase solida (SPE). La separación 
cromatográfica de cloranfenicol (CAF) y del estándar interno Tianfenicol 
(TAF) fue llevada a cabo empleando una columna cromatográfica C18 y 
detección por espectrometría de masas con fuente de ionización 
Electrospray (ESI) modo negativo. Las transiciones encontradas fueron de 
321→257 para CAF y 354→290 para TAF. La evaluación estadística del 
monitoreo de reacción múltiple MRM evidencio una buena linealidad, 
exactitud, precisión intra e interdia del método propuesto, con un límite de 
detección de 0,1 ng/g y límite de cuantificación de 0,33 ng/g. Como 
conclusión el método fue satisfactoriamente validado mostrando exactitud, 
precisión, sensibilidad para la separación cromatografíca de CAF y TAF en 
su detección por espectrometría de masas mediante un monitoreo de 
reacción múltiple, pudiendo servir el método para la detección y 
cuantificación de CAF por LC-MS/MS. 
  Mottier, Parisod, Gremaud, Guy & Stadler, 2003. “Determination of the 
antibiotic chloramphenicol in meat and seafood products by liquid 
crhomatography-electrospray ionization tándem mass spectrometry”. 
En esta investigación se desarrolló un método para la determinación de 
cloranfenicol (CAF) en alimentos por cromatografía liquida espectrometría 
de masas mediante ionización Electrospray. Se empleó una extracción 
liquido-liquido seguida de una limpieza con un cartucho de extracción fase 
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sólida. La adquisición de la masa espectral fue efectuado modo negativo 
aplicando monitoreo de reacción múltiple para las dos principales 
transiciones de CAF m/z 321→257 y m/z 321→152.La validación del 
método fue efectuada de acuerdo con el criterio de análisis de residuos de 
drogas veterinarias de la Unión Europea, usando cloranfenicol deuterado 
CAFD5 como estándar interno. El límite de detección del método fue de 
0,02 ug/kg, presentando para los tres niveles de fortificación (0,05; 0,10 y 
0,20 ug/kg), una precisión intra e inter-laboratorio menor a 14% y 17% 
respectivamente. La exactitud del método estuvo entre 20%,15% y 5 % 
respectivamente para los tres niveles. La aplicabilidad del procedimiento 
fue demostrada analizando otro tipo de carnes como cerdo, pavo, res y 
mariscos, concluyendo que el método desarrollado puede determinar 
trazas de niveles de cloranfenicol en diferentes carnes y productos de 
acuicultura. 
  Ramos, Muñoz, Aranda, Rodriguez, Diaz & Blanca, 2003 “Determination 
of chloramphenicol residues in shrimps by liquid chromatography-
mass spectrometry”. En este estudio se desarrolló un método para la 
identificación de cloranfenicol (CAF) en tejido de muestra de camarones 
por cromatografía liquida acoplado a detector espectrómetro de masas (LC-
MS). Las muestras fueron extraídas con buffer fosfato pH 7,0 y limpiadas 
con cartuchos de extracción fase solida C18 (SPE). CAF fue determinado 
por LC-MS con ionización Electrospray (ESI) modo negativo. Se empleó 
como fase móvil una mezcla de acetonitrilo agua (25:75). La validación del 
método se efectuó fortificando las muestras con CAF en dos niveles            
0,2 ng/g y 50 ng/g, empleando cloranfenicol deuterado (CAFD5) como 
estándar interno. Los resultados de la validación mostraron valores para 
exactitud de 101,0 % y 110,0 % respectivamente, para los dos niveles 
estudiados y una reproducibilidad entre día por debajo de 7,1 % expresado 
como coeficiente de variación, límite de detección 0,02 ng/g y límite de 
cuantificación 0,2 ng/g. En conclusión, el método propuesto permitió la 
detección, cuantificación y confirmación de CAF en camarones con alta 
exactitud y precisión.  
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 Johnston, Mackay & Croft, 2002. “Determination of fluoroquinolones in 
fish tissue and seafood by high performance liquid chromatography 
with Electrospray ionization tandem mass spectrometric detection”. 
En el presente trabajo de investigación se desarrolló y valido un método de 
fase reversa de cromatografía liquida de alta performance con detección de 
espectrometría de masas (LC-MS/MS) para la detección de ocho 
fluoroquinolonas en tejidos de trucha, langostinos y abulón. El análisis se 
efectuó usando tejido homogenizado con una extracción con acetonitrilo y 
posteriormente hacer pasar los extractos en cartuchos de extracción fase 
solida con soporte de fase reversa polimérica e intercambio anionico. Se 
obtuvo una buena recuperación para todos los analitos y el límite de 
cuantificación fue 10,0 ug/kg para ciprofloxacino, el límite de detección 
entre 1,0 a 3,0 ug/kg dependiendo del analito y la matriz. La confirmación 
de los analitos fue posible mediante el sistema de análisis de LC-MS/MS, 
concluyéndose que el análisis mediante LC-MS/MS, permite con alta 
selectividad la identificación y cuantificación de residuos de fluoro 
quinolonas según las guías establecidas por la Unión Europea. 
 Li, Chung-Wang & Shih, 2002 “Determination and confirmation of 
chloramphenicol residues in swine muscle and liver”. En este estudio 
se desarrolló un método para la determinación y confirmación de 
cloranfenicol (CAF) en hígado y musculo de cerdo empleando 
cromatografía liquida de lata performance (HPLC). La validación del 
método obtuvo valores de recuperación en tejidos de musculo e hígado de 
cerdo entre 91,3% a 94,3% y 93,1% a 103,7 % respectivamente. El límite 
de cuantificación encontrado fue de 15 ng/mL, y el límite de detección para 
CAF fue de 25,0 ng/g, 5,0 ng/g y 20,0 ng/g para HPLC/PDA, GC/MS y 
LC/MS modo Monitoreo de Ion Selectivo (SIM) respectivamente. Se 
concluye que el método fue capaz de detectar la presencia de residuos de 
CAF por HPLC en alimentos, siendo necesario confirmar este resultando 
con técnicas más sensibles como GC/MS y LC/MS. 
.  
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2.2. Bases Teóricas 
 
CLORANFENICOL 
 
El cloranfenicol fue obtenido del Streptomyces venezuelae, en 1947, aunque 
en la actualidad se produce sintéticamente, y fue el primer antibiótico de 
amplio espectro descubierto. Es un derivado del ácido dicloroacético con un 
nitrobenceno, de acción principalmente bacteriostática, que actúa interfiriendo 
la síntesis de proteínas bacterianas, al fijarse a la subunidad 50s del ribosoma. 
Su rango de actividad es similar al de la tetraciclina e incluye bacterias 
grampositivas y gram negativas, rickettsias y clamidias. Sus principales 
indicaciones son contra Salmonella typhi, Haemophilus influenzae y 
Bacteroides fragilis, aunque actualmente su uso se ha restringido a 
infecciones severas, debido a que puede causar depresión de la médula ósea, 
originando anemia aplásica, complicación rara pero potencialmente mortal. Es 
activo cuando se administra por vía oral e intravenosa, pero no intramuscular. 
Se difunde en el líquido cefalorraquídeo (LCR) y se inactiva en el hígado, 
apareciendo sólo una pequeña proporción en la orina sin alterarse. El 
cloranfenicol es uno de los fármacos de elección en las siguientes infecciones: 
1) fiebre tifoidea y otras infecciones graves por Salmonella; 2) meningitis por 
H. influenzae resistente a la ampicilina o cuando no se puede utilizar esta ni 
una cefalosporina de tercera generación; 3) meningitis meningocócica o 
neumo-cócica en pacientes alérgicos a la penicilina (aunque se han reportado 
bajos resultados en algunos casos); 4) infecciones graves causadas por B. 
fragilis, incluyendo infecciones del sistema nervioso central (SNC); 5) 
infecciones por Rickettsia que no responden a las tetraciclinas o en las que 
estas no se pueden utilizar. En las meningitis meningocócicas, neumocócicas 
y por H. influenzae, es un bactericida eficaz y, en las producidas por 
Enterobacteriaceae, es un bacteriostático relativamente ineficaz. El 
tiamfenicol es un derivado semisintético del cloranfenicol, que tiene menos 
reportes de anemia aplásica y se considera menos tóxico que el cloranfenicol. 
No se metaboliza en el hígado y se excreta, fundamentalmente, inalterado. En 
muchos países se usa de forma similar al cloranfenicol. (Cue & Morejon, 1998; 
Mateus & Coelho, 2005). 
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Propiedades químicas 
 
El cloranfenicol posee la forma estructural siguiente: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
      Figura N° 1 Estructura Química de Cloranfenicol 
 
 
NOMBRE GENÉRICO: Cloranfenicol  
SINÓNIMOS:   
(1) Chloramphenicolum, (2) Levomicetina  
  
FÓRMULA MOLECULAR:   C11H12.Cl2N2.O5 
DESCRIPCIÓN:   
Se presenta como un polvo fino cristalino, cristales finos, agujas o láminas   
delgadas, de color blanco, blanco-grisáceo o blanco-amarillento, con sabor  
Intensamente amargo.  
PROPIEDADES FÍSICAS Y QUÍMICAS:  
Es soluble en 400,0 mL de agua, en 2,5 mL de alcohol y en 7,0 mL de 
propilenglicol. Es muy soluble en acetona y acetato de etilo; ligeramente 
soluble en éter. Una suspensión acuosa al 2,5% tiene un pH entre 4,5 y 7,5. 
Tiene un punto de fusión entre los 149-153° C, índice de refracción: 1,5403 
(164°C), punto de ebullición: se sublima. Presenta una densidad de                      
1,49 g/ mL.  
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INCOMPATIBILIDADES:   
Es incompatible con ácidos, cloruros ácidos, anhídridos ácidos y con agentes 
oxidantes.   
Es un compuesto peculiar de los antibióticos naturales y contiene una fracción 
nitrobenceno, y es un derivado del ácido dicloroacético. La forma 
biológicamente activa es la levorrotatoria. (López & Ruano, 2005).  
 
Absorción, distribución, biotransformación y eliminación 
 
El cloranfenicol se distribuye en dos modalidades orales: el propio fármaco 
activo y el profármaco inactivo, palmitato de cloranfenicol. En circunstancias 
fisiológicas normales, las lipasas pancreáticas en el duodeno efectúan las 
hidrólisis rápida y casi completa de la ligadura éster del palmitato de 
cloranfenicol; ocurrido lo anterior, el cloranfenicol se absorbe en vías 
gastrointestinales y alcanza cifras máximas de 10 a 13 μg/mL en el término 
de dos a tres horas de consumir una dosis de 1g. La biodisponibilidad es 
mayor con el cloranfenicol que con el palmitato de este antibiótico en sujetos 
con enfermedades gastrointestinales o neonatos, tal vez por la hidrólisis 
incompleta de este último. 
El cloranfenicol para uso parental es un preparado de succinato sódico 
hidrosoluble e inactivo. Después de la aplicación intravenosa o intramuscular, 
se alcanzan concentraciones similares del succinato en plasma. No se sabe 
el sitio en que ocurre in vivo la hidrólisis del succinato de cloranfenicol, pero 
quizás intervengan las esterasas de hígado, riñones y pulmones. El succinato 
por sí mismo es eliminado rápidamente del plasma por los riñones y la 
eliminación del profármaco por dichos órganos puede afectar la 
biodisponibilidad global del antibiótico porque incluso 20 a 30% de la dosis 
puede excretarse antes de su hidrólisis. La deficiente función renal hace que 
aumenten las cifras plasmáticas del succinato de cloranfenicol y del 
cloranfenicol. En plasma de neonatos y lactantes, se ha observado menor 
acción de la esterasa. El cloranfenicol se distribuye satisfactoriamente en 
líquidos corporales y con facilidad alcanza cifras terapéuticas en líquido 
cefalorraquídeo, en el cual sus valores son de 60% aproximadamente, de los 
correspondientes al plasma, exista o no meningitis. En realidad, el fármaco 
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puede acumularse en tejido encefálico. El cloranfenicol puede ser eliminando 
por la bilis, secretado en la leche materna y atraviesa fácilmente la barrera 
placentaria y penetra también en el humor acuoso después de inyección 
subconjuntival. 
La vía principal de eliminación del antibiótico es por metabolismo hepático 
hasta llegar a la forma de glucurónido inactivo; este último metabolito y 
también el propio cloranfenicol son excretados en la orina por excreción y 
filtración. En un lapso de 24 h, se elimina también 75 a 90% de una dosis oral; 
en promedio, 5 a 10% está en la forma biológicamente activa. Los individuos 
con cirrosis hepática poseen menor eliminación por metabolismo y es 
necesario ajustar las dosis en ellos. 
La vida media del cloranfenicol se ha correlacionado con las concentraciones 
de bilirrubina plasmática. En promedio, 50% del cloranfenicol está ligado a 
proteínas plasmáticas, fenómeno que disminuye en cirróticos y neonatos.      
Se necesita administrar dosis completas de cloranfenicol para alcanzar cifras 
terapéuticas del fármaco activo en casos de uremia. Al parecer la magnitud 
con la que la hemodiálisis elimina al cloranfenicol desde el plasma no es una 
justificación suficiente para ajustar la dosis. Sin embargo, en el caso de 
personas sometidas a diálisis y que tienen otras complicaciones como cirrosis 
puede adquirir importancia la eliminación por diálisis. La variabilidad del 
metabolismo y los parámetros farmacocinéticos del cloranfenicol en neonatos, 
lactantes y niños obligan a la medición seriada de las concentraciones del 
fármaco en plasma especialmente cuando se administran conjuntamente 
fenobarbital, fenilhidantoina o rifampicina. (Gutierrez, 2010).  
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Aplicaciones terapéuticas 
Es importante utilizar el cloranfenicol en infecciones en que sus beneficios 
excedan los riesgos de toxicidades posibles. Si se dispone de otros 
antimicrobianos igualmente eficaces y que pueden ser menos tóxicos que el 
cloranfenicol, estos deben utilizarse. 
Fiebre tifoidea. El cloranfenicol sigue siendo un fármaco importante para 
tratar la fiebre tifoidea y otros tipos de salmonelosis sistémicas, pero también 
son eficaces otros medicamentos más innocuos. Los fármacos más indicados 
para tratar dicha enfermedad han resultado ser las cefalosporinas de la 
tercera generación y las quinolonas. 
En termino de unas horas de administrar el cloranfenicol, desaparece S. typhi 
en la sangre, y en cuestión de días, se vuelven negativos los cultivos de heces. 
En términos de 48 h se manifiesta mejoría clínica, la fiebre y otros signos de 
la enfermedad desaparecen a menudo en un lapso de tres a cinco días. La 
persona se vuelve afebril antes de que curen las lesiones intestinales. La dosis 
de cloranfenicol utilizada en adultos con fiebre tifoidea es de 1 g cada seis 
horas durante cuatro semanas. Se han utilizado las vías intravenosa y oral, 
pero la respuesta es más rápida después de esta última. (Gutierrez, 2010).   
Efectos adversos. El cloranfenicol inhibe la síntesis de proteínas de la 
membrana mitocondrial interna, que son sintetizadas en la mitocondria tal vez 
al bloquear la peptidiltransferasa ribosómica; incluye las subunidades de la 
oxidasa de citocromo c, de la reductasa de ubicuinona-citocromo c y la 
trifosfatasa de adenosina (adenosine triphosphatase, ATPasa) transportadora 
de protones, fundamentales para el metabolismo aerobio. Gran parte de la 
toxicidad observada del cloranfenicol se relaciona con esos efectos. 
Toxicidad hematológica. El principal efecto adverso del cloranfenicol se 
manifiesta en la médula ósea. En ella, el fármaco afecta al sistema 
hematopoyético en dos formas, por una acción tóxica dependiente de la dosis 
que se manifiesta por anemia, leucopenia o trombocitopenia y por una 
respuesta idiosincrásica que se manifiesta por anemia aplásica y en muchos 
casos culmina en pancitopenia fatal. El cuadro tóxico al parecer surge con 
mayor frecuencia en individuos que reciben el fármaco por largo tiempo y, 
sobre todo, los que están expuestos a él en varias ocasiones. La aparición de 
pancitopenia en gemelos idénticos sugiere una predisposición genética. 
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La anemia aplásica explica alrededor de 70% de los casos de discrasias 
sanguíneas originadas por cloranfenicol. La anemia hipoplásica, la 
agranulocitosis, la trombocitopenia y la inhibición de la médula ósea 
conforman los restantes. Todavía no se conoce el mecanismo bioquímico 
exacto, pero se supone que las bacterias intestinales convierten al grupo nitro 
en un producto intermedio tóxico. 
Efectos tóxicos e irritantes. Después de la administración oral de 
cloranfenicol pueden surgir náusea, vómito, sabor desagradable e irritación 
perineal. Entre los efectos infrecuentes producidos por dicho antibiótico están 
visión borrosa y parestesias digitales. Los tejidos con un gran consumo de 
oxígeno son especialmente sensibles a los efectos del cloranfenicol en el 
sistema enzimático mitocondrial; se han publicado algunos casos de 
encefalopatía y miocardiopatía. Los neonatos, en especial los prematuros, 
enferman gravemente del llamado síndrome del niño gris cuando se les 
administra una dosis alta de cloranfenicol. Este síndrome comienza entre dos 
y nueve días (promedio cuatro días) después de iniciado el tratamiento. En las 
primeras 24 h se caracteriza por vómito, rechazo a la succión, respiración 
irregular y rápida, distensión abdominal, periodos de cianosis y evacuaciones 
semilíquidas y de color verde. El cuadro es muy grave al final del primer día, 
y en las siguientes 24 h los niños se tornan flácidos, su color es gris ceniciento 
y presentan hipotermia. En adultos que recibieron accidentalmente cantidades 
excesivas de cloranfenicol, se ha señalado un síndrome semejante al “gris”. 
(Brunton, Lazo & Parker, 2007). 
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Cromatografía Líquida Alta Performance (HPLC) 
 
La Cromatografía Líquida de Alta Performance es frecuentemente llamada por 
su abreviación HPLC. Constituye una técnica analítica derivada de la 
cromatografía líquida preparativa. Es una técnica moderna que es 
ampliamente usada por su alta selectividad, resolución y el uso de fases 
estacionarias muy bien elaboradas. Estas fases están constituidas por micro 
partículas esféricas o monolíticas de 2 a 5 um de tamaño de poro, que 
permiten aplicar presión a lo largo de la columna, esto ocurre por el paso de 
la fase móvil a lo largo de la columna a flujo continuo. 
 
Composición de un Sistema HPLC  
 
Un sistema HPLC está constituido por varias unidades especializadas, que 
pueden encontrarse juntas o separadas en forma de módulos, este último 
usualmente a fin de economizar espacio.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura N°2 Esquema de Equipo HPLC Modular. (Rouessac & Rouessac, 2007). 
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Un sistema tubular de diámetro pequeño (0,1 mm) contiene a la fase móvil 
que recorre todos los módulos del sistema, estos están hechos de acero 
inoxidable o Peek (polieter-etercetona). 
Bombas y Gradiente de Elución 
 
Todo sistema HPLC incluye al menos una bomba que impulsa la fase móvil 
hacia la columna cromatográfica. El resultado de esto es que la presión se 
incrementa pudiendo alcanzar valores de 20 000 kPa (200 bares) 
dependiendo de la velocidad de flujo y viscosidad de fase móvil y el tamaño 
de partícula de la fase estacionaria.      
Las bombas han sido diseñadas en orden de mantener estable el flujo, 
evitando pulsaciones incluso cuando la composición de la fase móvil varía. 
Estas bombas contienen, en general, dos pistones en serie, trabajando en 
oposición, para evitar interrupciones del caudal. (Rouessac Francis & 
Rouessac Annick, 2007).  
 
Los requisitos para un sistema de bombeo en HPLC son rigurosos incluyen: 
1. Generación de presiones por encima 6000 psi o 400 bar. 
2. Flujo libre de pulsaciones. 
3. Intervalo de caudales de 0,1 a 10,0 mL/min. 
4. Componentes resistentes a la corrosión (juntas de acero inoxidable o 
teflón) 
Se utilizan tres (03) tipos de bombas, cada una con sus propias ventajas, 
bombas reciprocas, bombas de jeringa o desplazamiento y bombas 
neumáticas o de presión constante. 
 
Bombas Reciprocas: Se utilizan en aproximadamente el 90% de los 
sistemas de HPLC comerciales, consisten por lo general en una pequeña 
cámara en la que el disolvente es impulsado por el movimiento de vaivén de 
un pistón acondicionado por un motor de arrastre. Dos válvulas de cierre de 
bola, que se abren y cierran alternativamente controlan el flujo del disolvente 
hacia adentro y hacia afuera del cilindro. Las bombas reciprocas tienen la 
desventaja que producen un flujo pulsado y entre sus ventajas se pueden citar 
su pequeño volumen (35 a 400 uL), sus altas presiones de salida (por encima 
de los 10000 psi), su fácil adaptación a la elución de gradiente. 
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Figura N°4 Bomba Reciproca HPLC. (Rouessac & Rouessac, 2007). 
 
 
 
 
 
Bombas de Desplazamiento: Consisten por lo general en unas grandes 
cámaras como una jeringa, equipadas con un embolo que se activa por un 
mecanismo de tornillo. El flujo que resulta está libre de pulsaciones. Sus 
desventajas incluyen una capacidad limitada de solvente (aproximadamente 
250 mL). 
 
Bombas Neumáticas: Son más simples, la fase móvil se encuentra en un 
recipiente plegable colocado en una vasija que puede presurizarse mediante 
un gas comprimido. Son baratas y exentas de impulso, aunque tienen una 
limitada capacidad de presión de salida y dependen de la viscosidad del 
solvente. (Skoog, Holler & Crouch, 2008).  
  
Gradiente de Baja y Alta Presión: 
Si la composición de la fase móvil tiene que variar con el tiempo, como en un 
gradiente de elución, se requieren varios solventes, a fin de alcanzar la 
composición deseada a una presión determinada, por lo que el instrumento 
debe compensar estas diferencias. Cuando el sistema contiene una sola 
bomba, está formada por una cámara de mezcla de baja presión en la que se 
activan electrónicamente las válvulas y permiten alimentar los solventes a una 
composición programada. Alternativamente, en un sistema de alta presión, el 
instrumento contiene más de una bomba, dependiendo del número de 
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solventes, la composición final es obtenida con un regulador localizado a la 
salida de la bomba antes de la columna. 
 
Inyectores 
 
En HPLC, la inyección de un volumen preciso de muestra a la columna debe 
hacerse lo más rápidamente posible para causar la perturbación mínima al 
régimen dinámico de la fase móvil cuyo flujo debe ser estable desde la 
columna al detector. Esto se realiza mediante una válvula especial de alta 
presión, manual o motorizado, que posee varias trayectorias de flujo, que se 
sitúa justo antes de la columna. La válvula funciona en dos posiciones: 
a) En la posición de carga sólo la comunicación entre la bomba y la 
columna está asegurada. La muestra contenida en una solución se 
introduce con la ayuda de una jeringa en un pequeño tubo curvado 
denominado loop, que posee un volumen definido. 
b) En la posición de inyección, la muestra (que está en el loop) se 
inserta en el flujo de la fase móvil por la rotación de 60° de una parte 
de la válvula, conectando así la muestra a la circulación de fase móvil. 
Se obtienen inyecciones altamente reproducibles si el loop ha sido 
completamente llenado con la muestra. (Rouessac et al., 2007). 
 
Columnas 
Las columnas para cromatografía de líquidos se construyen a menudo con un 
tubo de acero inoxidable de diámetro interno uniforme. La mayoría tiene una 
longitud entre 10 a 30 cm, con un diámetro interno de 4,0 a 10,0 mm y los 
tamaños de partículas de los rellenos más comunes son de 5,0 o 10,0 um. 
Actualmente se fabrican columnas de alta eficacia produciendo una 
cromatografía mucho más rápida, con menores dimensiones en diámetro 
interno oscilando entre 1,0 y 4,6 mm y rellenos de partículas de 3,0 o 5,0 um, 
ver figura N°5. Su longitud varía entre 3,0 a 7,5 cm y presentan hasta 100000 
platos/metro, con la ventaja de su rapidez y mínimo consumo de solvente. 
Estas columnas se conocen también con el nombre de columnas para 
cromatografía liquida de ultra alta performance (UHPLC), tipo de 
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cromatografía que permite una mejor resolución, alta velocidad y mayor 
sensibilidad. 
En algunas ocasiones para aumentar la vida útil de la columna se coloca 
delante de esta una pre-columna, que elimina no solo los contaminantes del 
solvente sino también componentes de la muestra que se unen 
irreversiblemente a la fase estacionaria. 
En muchas aplicaciones no se necesita el control estricto de la temperatura y 
las columnas trabajan a temperatura ambiente, sin embargo, en algunos 
casos si es necesario controlar la temperatura para obtener un mejor 
cromatograma, por lo que los instrumentos de HPLC contienen un horno para 
poder controlar la precisión de la temperatura. (Skoog et al., 2008).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura N°5 Columnas para HPLC. (Rouessac et al., 2007). 
 
Detectores 
 
El objetivo de la cromatografía es determinar la composición total de la 
muestra, pero midiendo la cantidad del analito presente para lo cual se debe 
de escoger el detector más apropiado. 
Los métodos de detección más utilizados se basan en las propiedades ópticas 
de los analitos: absorción, fluorescencia e índice de refracción. 
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Los detectores en cromatografía líquida son de dos tipos básicos. Los 
detectores que se basan en la medida de una propiedad de la disolución, tal 
como índice de refracción, constante dieléctrica o densidad que se modifica 
por la presencia del analito, y los detectores basados por una propiedad del 
soluto que responden a alguna propiedad del analito, como la absorbancia en 
la región ultravioleta-visible (UV-Vis), fluorescencia, que son inherentes a la 
fase móvil. La tabla N°1 muestra los detectores más empleados en HPLC. 
 
Detector  
Límite de 
Detección 
Aproximado 
Intervalo 
Linealidad Comentarios 
Absorbancia 10-11 g 104 Específico para compuestos 
que absorben luz. 
Fluorescencia 10-14 g 105 
Detector específico.  
Los compuestos deben ser 
fluorescentes. 
Índice de refracción 10-9 - 10-10 g 103 
Detector universal. 
Mide cambios en el índice de 
refracción. 
Electroquímico 10-10 - 10-11 g 105 
Detector específico.  
Los compuestos deben ser 
electroactivos. 
Espectrometría de masas 10-7 - 10-9 g 105 
Detector universal. 
Identifica compuestos con 
gran certeza. 
Tabla N°1 Detectores Empleados en HPLC.Rubinson (2001). 
 
Detector de Absorbancia: 
Los volúmenes de estas celdas de flujo deben ser lo menos posible por 
ejemplo de 1 a 10 uL y las longitudes de la celda de 2 a 10 mm. a fin de 
minimizar el ensanchamiento de banda del sistema cromatográfico. 
Estos detectores cumplen con la Ley de Lambert y Beer (A=Ɛbc). La 
absorbancia de la fase móvil es medida a la salida de la columna a una 
determinada longitud de onda en la región UV o Vis del espectro 
electromagnético. 
La intensidad de la absorción depende del coeficiente de absortividad molar 
de la especie detectada. Los fabricantes de instrumentos HPLC ofertan 
detectores que están formados por un espectrofotómetro de barrido con una 
red entre sus componentes ópticos, algunos se limitan a la radiación 
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ultravioleta, mientras que otros abarcan la radiación ultravioleta y la visible. 
Los detectores espectrofotométricos de radiación ultravioleta más potentes 
son los instrumentos de diodos en serie, que permiten recoger los datos de 
un espectro completo en aproximadamente un segundo. De esta forma los 
datos espectrales para cada pico cromatográfico se pueden recoger y 
almacenar a medida que van saliendo de la columna, según figura N°6. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura N°6 Barrido Espectral Detector DAD. (Skoog et al., 2008). 
Detector de Fluorescencia: 
Alrededor del 10% de los compuestos orgánicos son fluorescentes, los cuales 
tienen la facilidad de reemitir parte de la luz que absorben proveniente de la 
fuente de excitación, cumpliéndose que la intensidad de la fluorescencia es 
proporcional a la concentración del analito. Los detectores de fluorescencia 
para HPLC son semejantes en diseño a los fluorómetros y 
espectrofluorómetros convencionales, utilizando como fuente de radiación 
una lámpara de xenón. Una de las ventajas es su alta sensibilidad, que resulta 
ser mayor que el detector de absorbancia, desafortunadamente su respuesta 
no es lineal a lo largo de altas concentraciones. Los compuestos fluorescentes 
están relacionados frecuentemente con el análisis de productos 
farmacéuticos, clínicos, productos naturales y del petróleo. Su selectividad 
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puede incrementarse mediante tratamiento previo de la muestra con reactivos 
derivatizantes que originan derivados fluorescentes. (Skoog et al., 2008).   
 
Detector de Índice de Refracción: 
Este tipo de detector se basa en el principio de Fresnel de trasmisión de la luz 
a través de un medio trasparente de índice de refracción. Está diseñado para 
medir continuamente la diferencia de índice de refracción entre la fase móvil 
y la muestra que eluye a través de la columna. Esquemáticamente el haz de 
luz pasa por una celda que contiene dos compartimentos, uno que es llenado 
con pura fase móvil y otra con el analito que es eluido de la columna. El cambio 
de índice de refracción entre los dos líquidos aparece cuando el compuesto 
es eluido por la columna. Este detector es uno de los menos sensitivos 
empleados en HPLC, y es afectado por los cambios de temperatura del 
ambiente, presión y flujo. La temperatura del detector debe estar regulada con 
precisión y la columna termostáticamente controlada. Los detectores de índice 
de refracción tienen la ventaja de responder a casi todos los solutos, son 
detectores universales semejantes a los detectores de llama o conductividad 
térmica en cromatografía de gases. 
 
Detector Electroquímico: 
Estos dispositivos se basan en la amperometria, la voltamperometria, la 
culombimetria y la conductimetria, A pesar de que los procedimientos electro 
analíticos no se utilizan tanto como los detectores ópticos, poseen la ventaja 
de una elevada sensibilidad, sencillez, adecuación y una extensa 
aplicabilidad. Se basa en la propiedad de oxidación y reducción de grupos 
funcionales orgánicos por lo que se considera como un detector general o 
universal sensible. Existen una gran variedad de celdas para detección 
electroquímica en HPLC, siendo una de las más comunes la constituida por 
una celda de flujo para detección amperométrica, donde el electrodo indicador 
es de platino, oro, carbón o de pasta de carbono. El electrodo de referencia y 
el contra electrodo se colocan más adelante en el canal de flujo, después del 
bloque en el que se encuentra el electrodo indicador. El volumen de la celda 
es de 1 a 5 uL. (Skoog et al., 2008, citado en Rouessac et al., 2007).  
Tipos de Cromatografía Líquida: 
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En la cromatografía líquida (LC), la fase móvil es un líquido, (su poder reside 
en la combinación de un amplio intervalo de posibles propiedades de esta 
fase), junto con la elección de numerosos tipos de fases estacionarias, así 
como una amplia variedad de detectores. 
Una de las primeras clasificaciones de HPLC es referida a la forma física de 
la fase estacionaria y tenemos: cromatografía en columna y cromatografía en 
capa fina. Otras nomenclaturas se refieren a la dirección de flujo de la fase 
móvil: cromatografía ascendente, cromatografía descendente y cromatografía 
lecho plano. 
Los diferentes tipos de cromatografía líquida también se clasifican de acuerdo 
con la interacción que se produce entre la fase estacionaria y el soluto, tales 
como: 
a) Cromatografía de adsorción o fase normal 
b) Cromatografía de fase reversa 
c) Cromatografía intercambio iónico 
d) Cromatografía de filtración en gel 
 
Según se observa en la figura N°7, cuando las fases estacionarias se diseñan 
para que actúen con grupos químicos específicos, está presenta puntos 
activos para los grupos específicos denominándose cromatografía de 
afinidad. 
Los cambios en el disolvente producen desplazamientos en el equilibrio entre 
la fase móvil y fase estacionaria. La separación cromatográfíca puede mejorar 
pasando de una elución isocratica (pasa por un solo solvente) a una elución 
en gradiente. Esta última se consigue mezclando dos o más eluyentes 
diferentes de manera que la composición de la fase móvil cambie con el 
tiempo. (Rubinson Kenneth & Rubinson Judith, 2001). 
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Figura N°7 Tipos de Cromatografía Liquida. (Rubinson & Rubinson, 2001). 
 
Cromatografía Líquida Fase Normal: 
En esta cromatografía la fase sólida es más polar que la fase móvil; los 
enlaces de la fase estacionaria presentan momentos dipolares mayores que 
los enlaces de las moléculas del disolvente. Las fases estacionarias en 
cromatografía de fase normal son normalmente polímeros inorgánicos, los dos 
materiales más utilizados son oxido de silicio hidratados (sílice o gel de sílice) 
y polímeros de óxido de aluminio hidratados (alúmina). Su actividad depende 
de la densidad de grupos hidroxilo en la superficie y de su forma química, si 
están o no desprotonados, por lo que los enlaces Si-O se hidrolizan en medio 
básico, disolviéndose lentamente en fases móviles con elevados valores de 
pH, ver figura N°8. En este tipo de cromatografía, la polaridad del disolvente 
es el principal factor que determina los volúmenes de elución. Con disolventes 
31 
 
más polares los solutos de mueven más rápidamente y eluyen antes. La 
predicción de las propiedades de los eluyentes ayuda en la separación de 
análisis que se realicen en fase normal. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  Figura N°8 Estructura Sílice en Cromatografía Fase Normal. (Rubinson & Rubinson, 2001). 
 
Cromatografía Líquida Fase Reversa: 
En cromatografía de fase reversa, la fase estacionaria es menos polar que la 
fase móvil. Se utilizan dos tipos de fase estacionaria, estando formada la más 
común por grupos no polares unidos a la sílice; siendo los más utilizados los 
grupos orgánicos -CH3, -C8H7 y C18H37. De ellos la cadena carbonada de 18 
carbonos (grupo octadecilo) es la más común, conociéndose con la 
abreviatura ODS y C18.Estos grupos orgánicos ligados producen un efecto 
similar al de una capa fina de disolvente orgánico sobre la superficie de las 
partículas de sílice. Cuando más larga es la cadena carbonada, la capa ligada 
se vuelve más orgánica, pero la unión de estas cadenas largas sobre la 
superficie no es completa, parte de la superficie queda entre las regiones de 
la superficie hidrófoba. Estas superficies remanentes disminuyen la eficacia 
de la separación, produciendo ensanchamiento o colas de los picos, para 
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mejorar la cromatografía, la superficie de la fase reversa estas áreas se 
recubren, lo cual significa que una segunda reacción con grupos orgánicos de 
cadena corta (normalmente -CH3) que se unen a la superficie libre que no 
reaccionó con la cadena larga, según se observa en el cromatograma de la 
figura N°9. 
Un segundo tipo de fase estacionaria usada en la cromatografía de fase 
reversa está compuesto por partículas esféricas de polímero orgánico. Un 
polímero típico es una resina compuesta de poliestireno y divinilbenceno. Los 
componentes del divinilbenceno forman enlaces entre la cadena del 
poliestireno, enlaces cruzados que producen un reforzamiento físico del 
polímero de forma que una mayor densidad de enlaces cruzados se asocia al 
material rígido. 
En la mayoría de aplicaciones de cromatografía de fase reversa, la elución se 
lleva a cabo con una fase móvil de elevada polaridad, como la disolución 
acuosa conteniendo concentraciones diversas de disolventes como metanol, 
acetonitrilo o tetrahidrofurano. Se debe de tener cuidado en que el valor de 
pH no sea mayor de 7,5, porque de lo contrario puede tener lugar la hidrólisis 
del siloxano lo que provocaría una degradación o destrucción del relleno. 
(Hernández, 2007). 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura N°9 Cromatografía Fase Reversa. (Rubinson & Rubinson, 2001). 
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Cromatografía Líquida de Intercambio Iónico: 
Una de las formas que los iones en disolución se unan, es la atracción de 
cargas diferentes. Los materiales de la fase estacionaria con zonas cargadas 
se denominan resinas de intercambio iónico, debido a que en el balance iónico 
total siempre contienen el mismo número de cargas positivas y negativas, es 
decir son eléctricamente neutras. Por consiguiente, los iones de la resina del 
relleno están siempre unidos con algún ion de la fase móvil cuya carga es 
contraria al de la resina. 
Los iones positivos (cationes) se intercambian en fases estacionarias 
formadas por polímeros con enlaces cruzados con cargas negativas fijas, se 
denominan resinas de intercambio catiónico. De forma similar, los 
polímeros unidos covalentemente que tiene cargas positivas intercambian 
iones negativos (aniones); esta resina se denomina resinas de intercambio 
aniónico, según lo establecido en la tabla N°2. La fuerza con la que los 
analitos se unen a la fase estacionaria es proporcional a la carga medida de 
cada par acido-base y en la medida que se controle la neutralidad de la 
fracción soluto/analito, podremos controlar su tiempo de elución. Es muy 
importante la dependencia del pH, por lo que se deben emplear fases móviles 
tamponadas con un valor de pH cuidadosamente elegido y fijado. La 
regulación de pH evita el ensanchamiento de las bandas al eliminar 
variaciones de pH en el lecho de la resina. 
 
Tipo Grupo Activo Rango de pH de operación Ejemplo de aplicación 
Intercambiador catiónico 
fuertemente ácido -SO3
-
 1-14 
Aminoácidos 
separaciones 
inorgánicas 
Intercambiador catiónico 
débilmente ácido -COO
-
 5-14 Elementos de transición  
Intercambiador aniónico 
fuertemente básico -N
+(CH3)3 1-12 Alcaloides ácidos grasos 
Intercambiador aniónico 
débilmente ácido 
Dietilaminoetilo 
C2H4N(C2H5)2 1-9 
Ácidos orgánicos y 
aminoácidos 
Tabla N°2 Cromatografía de Intercambio Iónico. Rubinson (2001). 
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Los grupos iónicos de las resinas de intercambio iónicos pueden estar 
recubiertos en las columnas de fase reversa usando compuestos iónicos que 
se unen al relleno de la fase reversa. Se pueden añadir al eluyente aniones 
de ácidos alquilsulfónicos, como por ejemplo ácido hexanosulfónico 
(CH3CH2CH2CH2CH2CH2SO3  -H+).Estos cubren la fase estacionaria de la fase 
reversa dándole propiedades de intercambio catiónico, asimismo se pueden 
añadir al eluyente cationes como el hidróxido de tetrapropilamonio 
((CH3CH2CH2)4N+OH-) para darle propiedades de intercambio aniónico. Estos 
aniones y cationes orgánicos se denominan reactivos de emparejamiento 
iónico y la cromatografía se denomina cromatografía de pares iónicos. 
 
Cromatografía Líquida por Exclusión de Tamaño: 
La cromatografía por exclusión de tamaño (SEC) a diferencia de los otros tres 
tipos anteriores en que las moléculas no se separan por diferencia en la 
interacción química, la separación se efectúa en base al tamaño efectivo de 
las moléculas. También es denominado como Cromatografía de 
Permeabilidad en Gel (GPC), Filtración en Gel y Cromatografía de Exclusión. 
La filtración en gel se utiliza cuando la fase móvil es agua y las moléculas a 
separar son solubles en agua como las proteínas y polipéptidos. 
El mecanismo de separación por exclusión de tamaños se basa por la 
presencia de poros en las esferas, lo que caracteriza a la fase estacionaria. 
La separación se produce porque solo las moléculas pequeñas pueden entrar 
en los poros donde se protegen de la fase móvil que fluye. Por lo que las 
moléculas grandes que no pueden entrar en los poros fluyen con el eluyente. 
Las moléculas más grandes fluyen primero, seguidas de las pequeñas que 
quedaron atrapadas. El volumen dentro del poro es mayor para moléculas 
más pequeñas, por lo que están más tiempo dentro del poro. De las moléculas 
que entran en los poros, las más pequeñas eluyen más tarde. El intervalo de 
límite de exclusión va desde 1000 D.a. hasta 20 x 106 D.a. (Kenneth Rubison 
& Judith Rubison 2001, citado en Skoog, et al., 2008). 
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Extracción Fase Sólida SPE: 
Cuando se requiera preparar una muestra antes de efectuar su análisis por 
un método instrumental (HPLC, GC. UV-VIS, IR), nos tenemos que proponer 
dos objetivos: su limpieza y su concentración. Una limpieza de la muestra es 
necesaria cuando las impurezas presentes en la matriz de la muestra 
interfieren en la medida del analito. Un ejemplo podría darse en el análisis por 
espectrometría UV-Vis donde las impurezas absorban en la misma región que 
el analito, o en cromatografía líquida de alta resolución o cromatografía de 
gases, donde las impurezas acortan la vida de las columnas cromatográficas. 
(Simpson Nigel & Wells Martha, 2000). 
Por muchos años, la disolución de la muestra seguida de la extracción líquido- 
líquido fue la técnica de preparación de muestra más empleada. La extracción 
líquido-líquido tradicional llevado a cabo en embudos de separación es 
tediosa, costosa y consume largo tiempo. Este método no solo requiere gran 
cantidad de muestra, sino que requiere varios pasos, sin considerar los 
problemas que pueden presentarse como: emulsión de las fases, grandes 
volúmenes de solvente de extracción, impurezas, extractos húmedos, así 
como extractos no cuantitativos e irreproducibles. (Simpson Nigel & Wells 
Martha, 2000). 
A mediados de los años 70, se introdujo una alternativa simple de preparación 
de muestra, la extracción de fase solida (SPE). Su fundamento es muy similar 
a la cromatografía liquida de baja presión, consiste en una pequeña columna 
de extracción descartable, rellena de una variedad de sorbentes. Las 
columnas son elaboradas a base de polipropileno empacadas con sorbentes 
de 100, 200, 500,1000 o 2000 mg, colocadas entre dos fritas de polipropileno 
de 20 micrómetros. Las capacidades de las columnas dependen del volumen 
de la muestra, pudiendo ser de 1,0; 3,0 ó 6,0 mL. Las soluciones son 
usualmente aspiradas a través de la columna mediante vacio. (Zief & Kiser, 
1994). 
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Figura N°10 Extracción Fase Sólida (SPE). (Zief & Kiser, 1994). 
 
El objetivo de la extracción de fase sólida es no descartar los compuestos de 
interés colectándolos, preferiblemente por concentración de la muestra, 
removiéndolos de los compuestos no deseados. En conclusión, es necesario 
lograr tres cosas: 
 Concentración 
 Remoción de las moléculas no deseadas de las muestras (Limpieza) 
 Remoción de las moléculas de la matriz o solvente de extracción. 
 
Concentración 
 
A fin de medir la cantidad de un compuesto con precisión, se necesita 
concentrar la muestra cuanto más sea posible, durante este proceso se 
pueden identificar tres pasos: (Simpson & Wells, 2000). 
1. Pasar grandes cantidades de muestras a través de pequeños lechos 
de sorbetes, que retendrán completamente al compuesto de interés.  
2. Eluir el compuesto de interés en pequeños volúmenes de solvente. 
3. Eluir el compuesto de interés en solventes que permitan su fácil 
concentración, tales como los solventes orgánicos volátiles. 
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Limpieza 
 
La concentración de un analito es inútil, si no se puede medir el analito en la 
solución final concentrada. La razón más común es que el extracto de la 
muestra contenga compuestos interferentes que van a enmascarar al analito 
durante su análisis. La preparación de la muestra permite remover estas 
interferencias antes de la separación del analito, por ejemplo, cuando dos o 
más compuestos coeluyen en una separación por cromatografía liquida o de 
gases, según se observa en la figura N°11. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
      
 
 
 
 
 
 
     Figura N°11 Proceso de Extracción Fase Sólida. (Simpson & Wells, 2000) 
 
Remoción de las moléculas de la matriz 
 
Muchos métodos analíticos tal como la cromatografía líquida, cromatografía 
de gases, resonancia magnética nuclear, espectrometría infrarroja, requieren 
que la muestra a analizar se encuentra en un ambiente específico. En tales 
casos si la muestra se encuentra en una solución acuosa, sangre total, orina, 
cremas entre otros, necesitamos remover la muestra de esa matriz de tal 
forma que la muestra se encuentre disponible para su análisis por el 
instrumento a ser empleado. 
Una ventaja considerable de la extracción de fase solida (SPE), sobre la 
extracción liquido líquido (LLE), es que los solventes que son miscibles con la 
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matriz de la muestra pueden ser usados para eluir a los analitos. Así por 
ejemplo una muestra de plasma humana conteniendo compuestos que van a 
ser analizados por cromatografía líquida de alta performance (HPLC) de fase 
reversa, usando una fase móvil consistente en solvente orgánico y agua, 
puede ser retenido por un sorbente de extracción fase sólida en una muestra 
acuosa y luego puede ser eluida por una mezcla de agua solvente orgánico, 
como agua metanol. Así luego la muestra puede ser inyectada directamente 
al sistema de fase reversa de HPLC.  
Los diferentes tipos de sorbentes empleados en extracción de fase sólida 
(SPE) se enlistan en la tabla N°3. 
A diferencia de SPE, en la extracción líquido líquido la muestra es extraída 
con un solvente inmiscible con el agua, luego el solvente es secado y el 
residuo reconstituido por un solvente adecuado antes de su análisis en el 
equipo. (Simpson & Wells, 2000) 
 
Sorbentes Acrónimo Propiedades Primarias 
Octadecil 
Octil 
Etil 
Fenil 
Ciclohexil 
Cianopropil 
Propanediol 
Silica 
Alúmina 
Dietilaminoetil 
Aminopropil 
Carboxietil 
Ácido propilsulfonico 
Ácido sulfónico Etilbenceno 
Propil trimetilamonio 
C18, ODS 
C8 
C2 
PH 
CH 
CN (Ciano) 
2 OH (Diol) 
Si 
Al 
DEA 
NH2 
CBA 
PRS 
SCX 
SAX 
No Polar 
No Polar 
No Polar  
No Polar 
No Polar 
No Polar /Polar (*) 
No Polar /Polar (*) 
Polar 
Polar 
Débil intercambio aniónico polar 
Débil intercambio aniónico polar 
Débil intercambio catiónico 
Fuerte intercambio catiónico 
Fuerte intercambio catiónico 
Fuerte intercambio aniónico 
Tabla N°3 Sorbentes Empleados en SPE. (Simpson & Wells, 2000) 
 
(*) Propiedades hidrofílicas/hidrofóbicas 
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Espectrometría de Masas: 
 
La espectrometría de masas (MS) debe su nombre al conjunto de técnicas 
utilizadas para medir la masa de los iones y su abundancia en la masa 
gaseosa. Consiste en una fuente de ionización, analizador de masas y un 
detector. (Rubinson Kenneth & Rubinson Judith, 2001). 
El espectro de masas es un diagrama de la respuesta en abundancia de iones 
determinada por el detector y su relación masa/carga. 
Los pasos a seguir para la determinación de la medida de la masa son: 
a) Generación de las moléculas o átomos en la fase gaseosa. 
b) Ionización 
c) Separación según su masa  
d) Detección del pico del ion 
 
Esta técnica es una de las de mayor aplicación, ya que es capaz de 
proporcionar información acerca de la composición de las muestras, 
estructuras de las moléculas inorgánicas, orgánicas y biológicas, composición 
cualitativa y cuantitativa de mezclas complejas y relaciones isotópicas de 
átomos en las muestras.  
Las primeras aplicaciones de la espectrometría de masas molecular en el 
análisis químico, se produjo a principios delos años 40 cuando comenzaron a 
ser aplicadas en la industria del petróleo para el análisis cuantitativo de 
mezclas de hidrocarburos. 
En la década de los ochenta, sus aplicaciones experimentaron grandes 
cambios, con el desarrollo de métodos de producción de iones de moléculas 
no volátiles o termolábiles especialmente en el campo de la bioquímica y la 
biología, y a partir de 1990 se ha evidenciado un crecimiento en la 
espectrometría de masas en el área biológica como consecuencia 
descubrimiento de nuevos métodos de ionización, analizándose en la 
actualidad estructuras de polipéptidos, proteínas y otros biopolímeros de 
elevado peso molecular. (Skoog et al., 2008). 
El equipo empleado, espectrómetro de masas presenta tres partes bien 
definidas: fuente de ionización, analizador de masas y transductor/detector, 
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este se debe mantener a una presión entre 10-5 a 10-8 torr, según se observa 
en la figura N°12. La muestra puede introducirse tanto en forma gaseosa o en 
forma líquida (siempre que se evapore a los líquidos y se sublime a los 
sólidos). La muestra gaseosa se ioniza entre dos placas cargadas, se 
aceleran mediante la aplicación de un potencial eléctrico y se focalizan 
utilizando campos eléctricos o rendijas. (Rubinson & Rubinson, 2001). 
Ionización: La muestra en forma de gas o vapor es ionizada por la fuente de 
ionización del instrumento, en esta etapa se generan iones en fase gaseosa 
por algunas de las técnicas existentes, permitiéndose una distribución 
estadística de los iones. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura N°12 Esquema Espectrómetro de Masas. (Rubinson & Rubinson, 2001). 
 
Aceleración: Una vez formado los iones son removidos focalizados y 
acelerados por una serie de lentes eléctricos incrementando su energía 
cinética. 
Separación: Los iones luego son filtrados por un analizador de acuerdo a su 
relación masa-carga, algunos instrumentos combinan más de un analizador 
en serie. 
Detección: Después de la separación los iones terminan su vuelo y el sensor 
del detector mide cambios eléctricos y amplifica una débil corriente iónica. 
(Rouessac & Rouessac, 2007). 
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Figura N°13 Esquema Espectro de Masas. (Voyksner, 2001). 
Las representaciones gráficas del análisis de una muestra generalmente se 
representan por datos espectrales de las masas, que tiene la forma de un 
gráfico de barras, en cada uno de los cuales se relaciona la intensidad relativa 
de los picos de masa con respecto a su relación masa-carga, según se 
observa en la figura N°13. 
Desde su inicio la espectrometría de masas se ha empleado para analizar 
moléculas pequeñas y átomos. Actualmente esta técnica analiza todo tipo de 
muestras y se debe en gran parte a la variedad de fuentes de ionización que 
se han diseñado para evaporar e ionizar moléculas y átomos de muestras que 
no son necesariamente gases. Por lo que no existe una única fuente 
ionización universal en espectrometría de masas, sino que depende de la 
naturaleza dela muestra. (Rubison et al., 2001). 
 
Fuentes de iones: 
El inicio del análisis por espectrometría de masas es la formación de iones del 
analito en estado gaseoso, por lo que este proceso está condicionado por la 
formación de iones, ver tabla N°4. 
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Estas fuentes pertenecen a dos categorías principales: fuentes de fase 
gaseosa, donde primero se volatiliza la muestra y luego se ioniza y fuentes de 
desorción, donde la muestra en estado sólido o líquido se transforma 
directamente en iones gaseosos. 
 
Fuente de Impacto de Electrones 
Los iones para el análisis de masas se producen por bombardeo de 
electrones, donde la muestra se somete a una temperatura elevada para 
producir un vapor molecular, el cual se ioniza bombardeando las moléculas 
originadas con un haz de electrones de alta energía. Los electrones 
requeridos para ionizar la muestra se emiten desde un filamento 
incandescente y se aceleran entre electrodos de hasta 70 eV. Pasan a través 
de una abertura que colima el haz antes de atravesar el vapor de la muestra. 
Los electrones que interaccionan con la molécula extraen una fracción de 
electrones para formar iones de carga positiva. 
La ionización por impacto de electrones no es muy eficaz y solo alrededor de 
una molécula entre un millón experimenta la reacción primaria: 
    M + e-    M. + + 2 e- 
Donde M representa la molécula del analito y M. + es su ion molecular.  
La energía necesaria para esta reacción entre 7 y 12 eV. (Skoog et al., 2008). 
Fuente de Ionización Química: 
Las fuentes de ionización química utilizan un gas reactivo como mediador para 
suavizar las condiciones de ionización de la muestra. 
 
Electrospray (ESI) 
Esta fuente de ionización consiste en una disolución que fluye a través de una 
aguja hueca sometida a un campo eléctrico de 5 a 10 kV cm-1, por lo que se 
forman pequeñas gotas cargadas eléctricamente. La aguja tiene dos flujos 
concéntricos y su interior lleva la muestra. Externamente un portador gaseoso 
ayuda a la formación de las gotas. Las gotas formadas son de 1 um de 
diámetro y tiene una carga neta que hace que sean atraídos a un electrodo a 
través de un volumen abierto. Las gotas se mueven a contracorriente de ese 
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volumen que evapora parte del disolvente, es te proceso se conoce como 
desolvacion, según figura N°14. 
En algún momento la repulsión de los iones se hace que la tensión de la 
superficie que mantiene unidas las gotas en forma esférica y las pequeñas 
gotas se rompen. 
La fuente de ionización electrospray produce iones que tiene carga múltiple, 
es decir se producen iones inorgánicos u orgánicos con carga doble o sencilla 
de la masa molecular de pocos cientos de daltons. (Rubison et al., 2001). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
            
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura N°14 Fuente de Ionización Electrospray (ESI). (Rubison et al., 2001). 
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Analizadores de Masas: 
El analizador de masas limita los iones que llegan al detector, permitiendo que 
solo lo hagan aquellos que poseen un estrecho intervalo de masas. 
Para la separación de iones con diferente relación masa/carga se disponen 
de varios dispositivos. Lo ideal es que el analizador sea capaz de distinguir 
entre diferencias muy pequeñas de masas. 
Resolución de los espectrómetros de masas: Es la capacidad de un 
espectrómetro de masas de distinguir entre masas, se expresa comúnmente 
como R; y se define como: 
R= m/ Δm 
Donde Δ m es la diferencia de masa entre dos picos adyacentes que estén 
resueltos y m es la masa nominal del primer pico. 
La resolución que necesita un espectrómetro de masas depende de la 
aplicación que se requiera realizar. (Skoog et al., 2008). 
Filtro de Masas de Sector Magnético:  
Cuando un ion en movimiento pasa perpendicularmente a través de un campo 
magnético, se desvía de su trayectoria original. Si un ion de masa m y carga 
z se acelera mediante un potencial V, y la fuerza del campo es B, la trayectoria 
que la partícula en un campo que traza sectores circulares de radio, está dada 
por la ecuación: 
 
r =   1     2V m ½ 
             B          z 
 
 
Los espectrómetros de masas de sector magnético modernos disponen de un 
electroimán en el que los iones se separan manteniendo V y r constantes 
mientras se varia la corriente en el imán, es decir B.  
 
Filtro de Masas de Cuadrupolo: 
Los espectrómetros de masas cuadrupolares son normalmente menos caros 
y más robustos que los de sector magnético, siendo los que más se 
comercializan. Ofrecen la ventaja de emplear tiempo de barrido pequeños 
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menores de 100 microsegundos, los cual es útil para efectuar barridos de 
picos cromatográficos en tiempo real. 
La separación se realiza mediante los efectos de un campo eléctrico variable 
con el tiempo. Está constituido por cuatro varillas metálicas esmeriladas con 
precisión alineadas paralelas entre sí, tal cual lo observado en la figura N°15. 
Si se aplica un potencial de corriente continua a las placas, entonces las que 
están diagonalmente opuestas tendrán el mismo potencial. 
El haz de iones que atraviesan desde la fuente al conjunto de barras pasa a 
través del centro mismo. Como el potencial a través de las barras es 
constante, no tiene ningún efecto en el movimiento de los iones a lo largo de 
las piezas. 
Una radio frecuencia con potencial de corriente alterna se superpone al campo 
de corriente continua cuadrupolar estático, Cuando los iones se encuentran a 
punto de colisionar con las barras, el campo debido a la corriente alterna los 
aleja. Esto se hace de modo que los iones se dirigen a lo largo de las piezas 
realizando oscilaciones completas. La trayectoria es única para cada relación 
m/z, por lo que solo un intervalo estrecho de m/z puede pasar aun mismo 
tiempo a través del filtro transductor. (Rubison et al., 2001). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura N°15 Esquema de Filtro de Masas Cuadrupolo. (Rubison et al., 2001). 
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Los espectros de masas se obtienen combinando los potenciales de corriente 
continua y alterna simultáneamente mientras se mantiene constante la 
relación de los potenciales. Cuanto más elevado es el potencial, mayor es 
la fuerza alternante que repele al ion m/z más alto y le permite el paso a través 
del filtro de masa. 
El cuadrupolo también puede utilizarse en la región de colisiones en MS/MS, 
donde para colisiones solo un determinado potencial para una radiofrecuencia 
es situado en el cuadrupolo: los componentes de corriente continua se 
apagan. El potencial RF guía a los iones en su trayectoria oscilante a lo largo 
de los ejes del cuadrupolo, donde no hay selectividad para las masas. Esta 
propagación en presencia de un gas de colisión como el argón produce baja 
energía de fragmentación en medio del sector MS/MS del filtro cuadrupolo. 
 
Filtro de Masas de Trampa de Iones: 
Una trampa de iones es un dispositivo en el que los cationes o aniones 
gaseosos pueden formarse y quedar confinados durante largos periodos de 
tiempo por la acción de campos eléctricos y/o magnéticos. Puede acumular 
iones de un amplio intervalo de m/z debido al movimiento en trayectorias 
determinadas entre electrodos en forma de anillos y dos laminas separadas. 
Cuando el dispositivo funciona con un espectrofotómetro de masas, una 
ráfaga de iones del analito procedente de una fuente de impacto de electrones 
o ionización química penetra a través de la rejilla en el electrodo colector 
superior, entonces se realza un barrido del potencial de radiofrecuencia y los 
iones son atrapados; cuando se desestabilizan, abandonan la cavidad del 
electrodo a través de una abertura en el electrodo colector inferior. Los iones 
emitidos pasan seguidamente al detector. 
La principal desventaja de las trampas de iones son las interacciones entre 
los iones acumulados a través de interacciones carga -carga que perturban 
las trayectorias. Este efecto límite de espacio carga, restringe la precisión de 
las medidas m/z y también la concentración de iones que se puedan controlar 
y medir en forma precisa. Su gran ventaja es la capacidad de retener a los 
iones dentro de la trampa permitiendo obtener grandes conjuntos de iones 
hijos para MS/MS. (Skoog et al., 2008). 
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Figura N°16 Esquema de Filtro de Masas Trampa de Iones. (Rubison et al., 2001). 
 
Filtro de Masas de Tiempo de Vuelo (TOF): 
Los espectrómetros de masa de tiempo de vuelo también separan masas sin 
un campo magnético. La forma que un TOF discrimina la masa de la muestra, 
es debido a las diferentes velocidades de los iones acelerados mediante un 
mismo potencial. Exactamente como un filtro de masas cuadrupolar. Las 
velocidades de los iones dependen de su masa y de su carga. La física de la 
separación es sencilla. Si los iones de masa diferentes se aceleran a través 
del potencial y entonces se les permite pasar a través de un tubo de alto vacio 
de longitud L, no todos llegaran al extremo contrario a la vez. Durante su 
aplicación, se aceleran los analitos ionizados mediante pequeños impulsos de 
menos de 10 nanosegundos de duración. 
Actualmente se están reemplazando los espectrómetros TOF de trayectoria 
directa por espectrómetros TOF que provocan la reflexión de los iones 
empleando un espejo de iones. Este instrumental recibe el nombre de TOF 
reflexivo. Hay algunas curvas en la trayectoria que permiten a los iones ópticos 
reducir su largo fondo en fuentes de ionización tales como MALDI. (Skoog et 
al., 2008, citado en Rubison et al., 2001).  
 
 
 
 
49 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
       
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figu
ra
 N
°17 E
sq
u
e
m
a
 de
 Filtro
 de
 M
a
sa
s
 M
ALD
I
-TO
F
.
 (R
ubiso
n
 et al
.
,
 2001)
.
 
 
50 
 
Inocuidad Alimentaria: 
La inocuidad de los alimentos es un aspecto esencial de la salud pública en 
todos los países. 
Las enfermedades de transmisión alimentaria están extendidas y representan 
una grave amenaza para la salud tanto en los países en desarrollo como en 
los desarrollados, afectando principalmente a los niños, las mujeres 
embarazadas y las personas de edad. 
Los riesgos químicos constituyen una importante fuente de enfermedades de 
transmisión alimentaria, aunque en muchos casos sea difícil relacionar los 
efectos con un alimento particular. La crisis de las dioxinas es un ejemplo de 
preocupación pública por los riesgos químicos presentes en los alimentos. 
Es preciso evaluar las tecnologías modernas encaminadas a aumentar la 
producción agropecuaria a fin de que no introduzcan nuevos riesgos para la 
salud humana. La biotecnología, las hormonas y los antibióticos son ejemplos 
de esa tecnología 
La agricultura y las industrias de la alimentación se hallan en proceso de 
integración y consolidación. Esta consolidación, unida a un creciente comercio 
mundial, significa que grandes cantidades de alimentos procedentes de un 
mismo origen se distribuyen ahora a puntos mucho más distantes que antes, 
creando la posibilidad de que se produzcan brotes de enfermedades de 
transmisión alimentaria más grande y más difundida. La crisis de las dioxinas 
en la carne y los productos avícolas constituye un ejemplo específico de las 
posibilidades de una contaminación generalizada desde una única fuente. 
(Organización Mundial de la Salud, 1999).  
 
La producción de alimentos sanos es una preocupación constante de quienes 
se dedican a esta actividad y de los organismos del estado quienes son los 
encargados de velar por la salud de los consumidores de la sociedad en 
general. 
Los sistemas de inocuidad y calidad enfatizan el control de calidad de materias 
primas, procesos y productos, mediante ensayos físicos químicos y biológicos 
realizados en el laboratorio. 
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Producir alimentos sanos ha requerido un cambio de enfoque donde es un 
pilar importante la prevención y la responsabilidad de producir alimentos 
inocuos recae en todos los que intervienen en la producción, desde la granja, 
mesa y el consumidor. 
Uno de los principales marco normativo y legal modernos armonizado con las 
normas internacionales es el Codex Alimentarius. (Organización de Naciones 
Unidas para la Agricultura y Alimentacion, 2005). 
En los últimos años los países de América latina y el Caribe están 
emprendiendo acciones destinadas a lograr mejoras en su sistema de 
inocuidad alimentaria optimizando los sistemas de control. 
Desde hace varios años la Organización de Naciones Unidas para la 
Alimentación y Agricultura (FAO) y la Organización Mundial de la Salud (OMS) 
vienen planteando la necesidad de un cambio de enfoque para afrontar los 
problemas relacionados con inocuidad alimentaria, por ejemplo, la crisis 
alimentaria en Europa en la década de 1990, casos de la enfermedad de 
encefalopatía espongiforme bovina EEB y contaminaciones con Dioxinas. 
El Libro Blanco de Seguridad Alimentaria de la Comisión de Comunidades 
Europeas (CCE), plantea que para poner en práctica de manera sistemática 
una política que asegure la calidad e inocuidad de los alimentos “De la Granja 
al Consumidor”, es necesario definir con claridad las responsabilidades de 
cada uno de los participantes de la cadena alimentaria, agricultores, 
productores de alimentos para consumo humano, fabricantes de alimentos 
para animales y autoridades. (Mercado, 2007). 
Las técnicas tradicionales de inspección de carnes se desarrollaron a 
principios del siglo XX con el objetivo de controlar los peligros para la salud 
pública que se consideraban importantes en esa época, en particular, la 
tuberculosis seguida por la triquinosis, cisticercosis y muermo, entre otras. 
 
En el desarrollo de un nuevo enfoque de inocuidad de alimentos de origen 
animal, deben considerarse los compromisos derivados de una serie de 
acuerdos internacionales que han establecido los principios generales de 
control de la seguridad alimentaria en materia de comercio internacional. Los 
principales compromisos internacionales derivan del acuerdo de la 
Organización Mundial del Comercio (OMC), 1 de enero de 1995 y 
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corresponden al Acuerdo Sanitario y Fitosanitario (SPS) y al Comité del Codex 
para la Higiene Alimentaria. 
 
El Consejo de la Unión Europea ha definido, a través de un conjunto de 
directivas, su política de inocuidad de alimentos que está resumida en el Libro 
Blanco sobre Seguridad Alimentaria, presentado a la Comisión Europea el año 
2000. Propone un marco jurídico que cubre el conjunto de la cadena 
alimentaria, incluida la producción de alimentos para animales, y que 
establece un nivel elevado de protección de la salud de los consumidores, 
entregando claramente la responsabilidad de la producción de alimentos 
seguros a la industria, a los productores y a los proveedores. 
Dentro de esta propuesta se contemplan controles oficiales tanto en el ámbito 
de cada país, como en el europeo; uno de los aspectos esenciales será la 
posibilidad de seguir los productos a lo largo de la cadena alimentaria. La 
política de seguridad alimentaria se basará en el recurso al asesoramiento 
científico, aplicándose el principio de precaución llegado el caso. Otro 
elemento importante será la posibilidad de adoptar medidas de salvaguardias 
rápidas y eficaces, para hacer frente a las emergencias sanitarias en el 
conjunto de la cadena alimentaria. (Poblete, 2004).  
 
La administración de antibióticos a animales de abasto destinados al consumo 
humano facilita el control de enfermedades infecciosas y mejora la producción 
al promover su crecimiento, Sin embargo, dependiendo del tiempo trascurrido 
entre la administración de un antibiótico y el sacrificio (tiempo de espera) 
pueden quedar residuos de estas sustancias en los mismos tejidos utilizados 
como alimento. Estos residuos se han encontrado a través del tiempo en 
muestras de pienso, pelo, orina, músculos, hígado, riñones, grasa, leche, miel 
y huevos, especialmente en animales de granja y se han encontrado también 
en productos pesqueros. 
.  
Por consiguiente, resulta necesario establecer límites máximos residuales 
(LMR) para aquellas sustancias farmacológicas activas que se utilizan en los 
medicamentos veterinarios. El LMR se define como aquella concentración 
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aceptable de una sustancia en los tejidos comestibles de un animal (músculos, 
hígado, riñones, grasa, leche, miel y huevos) y que al ser ingerida por el ser 
humano no constituye ningún riesgo para su salud.; por ello se fijan LMR para 
cada especie animal y para cada tejido. 
Debido a que el riesgo para los consumidores de productos alimenticios de 
origen animal proviene de los residuos de los medicamentos, que comprenden 
tanto el compuesto original como sus productos de degradación, para la Unión 
Europea la evaluación de la seguridad de los residuos se realiza de acuerdo 
con el Reglamento (CEE) Nº 2377/90, del Consejo de Europa. 
La UE y la FDA, a nivel internacional, el Codex Alimentarius también ha 
establecido los LMR. El trabajo desarrollado por la comisión del Codex 
Alimentarius es reconocido en el mundo entero por su invaluable aporte a la 
protección del consumidor y al comercio internacional. En síntesis, el Codex 
Alimentarius junto con la FAO/OMS se ocupan de la ejecución del programa 
sobre normas alimentarias, dentro del cual se establecen los LMR en los 
alimentos de tal forma que se garanticen la protección de la salud de los 
consumidores. 
FDA y la Unión Europea que han definido los LMR para diferentes sustancias 
entre las cuales se encuentran las sulfonamidas, cloranfenicol y quinolonas, 
en diferentes matrices alimentarias según Tabla N°5. 
Al respecto, el cloranfenicol es una sustancia prohibida en la UE y no tiene 
LMR, pero si tiene asignado un MRLP (mínimum required performance limit; 
por sus siglas en inglés) que es el límite mínimo de funcionamiento exigido, 
dispuesto en la decisión 2002/657/CE de la Comisión Europea, en donde se 
describe el nivel de concentración al cual una sustancia no autorizada ha sido 
medida. (Talero-Pérez et al., 2014, Reig 2010 y Romano & Fallick, 2003). 
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Tetraciclinas EU FDA EU FDA EU FDA EU FDA EU FDA EU FDA EU FDA                             
Tetracicl ina 100 80 200   100 2000 300 6000 600 12000   12000    
Oxitetracicl ina 100 30 200   100 2000 300 6000 600 12000 12000 2000
Clortetracicl ina 100 30 200 40 100 2000 300 6000 600 12000 12000 2000 
Sulfonamidas                                                   
Sul fonamida 100   100   100   100   100    
Sul fabromometazina 10 100 100 100 100  
Sul facloropiridazina   0 0 0 0  
Sul fadimetoxina 10 100 100 100 100 100
Sul fatoxipi ridazina 0 100 100 100 100  
Sul fametazina   0 0 0 0 0
Sul fanitran 100 100 100 100
Sul faquinoxal ina 0 0 0 0
Sul fatiazol 100 100 100 100
  100 100 100 100
Quinolonas                                                   Danofloxacina 
(ganado) NP   200   400   400   100    Danofloxacina 
(pol los ) NP 200   400   400   100    Decoquinato 
(ganado) 500   500   500   500    
Difloxacina 300   1900   600   400    
Entofloxacina (pol lo) 30 300 30 100 30        Entofloxacina 
(ganado) 30   30   30        
Entofloxacina (cerdo) 30   30   30        
Marbofloxacina 
(ganado) 150   150   150   50    Marbofloxacina 
(cerdo) 150   150   150   50    
Sarafloxacina (pol lo)   NR 100 NR   NR 10 NR  Sarafloxacina 
;sa lŵóŶͿ   30 
Cloranfenicol 0,3   0,3   0,3 0,3                
Leche Huevos Musculo Hígado Riñón Grasa Pescado
LIMITE MAXIMO RESIDUAL (ppb) ug/kg
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla N°5 Limite Máximos Residuales Antibióticos. (Talero-Pérez et al., 2014). 
 
Dada la necesidad de detectar y cuantificar los residuos de antibióticos en 
alimentos de origen animal, desde la segunda mitad del siglo veinte son 
múltiples los métodos analíticos desarrollados o modificados de los ya 
existentes, siendo las técnicas cromatográficas las de más amplio alcance. 
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CAPITULO 3: METODOLOGIA 
 
3.1 Tipo y diseño de investigación: Estudio descriptivo trasversal y 
aleatorio.  
3.2  Unidad de análisis: Muestra de carne de pollo.  
3.3  Población en estudio: Carne de pollo comercializadas en la ciudad de 
Lima y Callao. 
3.4  Tamaño de muestra:  
Veintiséis (26) muestras de carne de pollo recolectadas de los mercados 
de Lima y Callao.  
3.5  Selección de muestra: Se seleccionaron las muestras de acuerdo a los 
siguientes criterios: 
 Criterios de inclusión 
Carne de pollo procedente de empresas avícolas. 
Carne de pollo comercializado en mercados de Lima y Callao. 
 Criterios de exclusión 
Carne de otra procedencia diferente a empresas avícolas 
Carne que no sea de pollo. 
Carne de pollo comercializada en otros mercados diferentes a Lima y 
Callao. 
3.6 Análisis de datos: Los resultados obtenidos de la concentración de 
cloranfenicol en carne pollo serán analizados estadísticamente y se 
determinara si se cumplieron los límites permisibles para este antibiótico. 
 
REACTIVOS, INSUMOS Y EQUIPOS 
 Reactivos 
 
 Agua grado HPLC 
 Acetonitrilo grado HPLC. 
 Metanol grado HPLC.  
 Acetato de amonio grado reactivo   
 Hidróxido de potasio grado reactivo. 
 Fosfato monobásico de potasio grado reactivo. 
  
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 Insumos  
 
 Tubos de polipropileno descartables de 15 mL con tapa rosca Isolab. 
 Tubos de polipropileno descartables de 50 mL con tapa rosca Falcon. 
 Fiolas de 10, 25, 100 y 1000 mL. Clase A. 
 Probeta 100 y 1000 mL. Clase A. 
 Jeringas descartables de 5,10 y 20 ml. 
 Filtros de jeringa Polifloruro de Vinilideno (PVDF) 25 mm,                    
0.45um.Whatman. 
 Tips amarillo de 100 uL. 
 Tips azules 1000 uL. 
 Envases de plástico para la conservación de la muestra. 
 Micropipetas de rango variable 10-100 uL 
 Micropipetas de rango variable 100-1000 uL 
 Micropipetas de rango variable 1000-5000 uL 
 Viales de 2 mL para automuestraedor HPLC 
 Insertos de 200 uL. 
 Columna cromatográfica Ultra C18; 100 x 4,0 mm id, 3 μm. Restek. 
 Columna extracción fase sólida SPE Bond Elut C18; 100 mg x 3 mL 
 
 Equipos  
 
 Moledor de carne. Marca Oster. 
 Purificador de agua Milli-Q. marca Millipore. 
 Balanza analítica Mettler Toledo 0-810 g, resolución 0.01g. 
 Balanza analítica Digital Sartorius 0-220 g, resolución 0.001g. 
 Mezclador Vórtex. Modelo MS1, marca IKA. 
 Centrífuga con capacidad para funcionar a 6000 rpm. Modelo EBA21, 
marca Hettich 1004. 
 Evaporador con flujo de nitrógeno. Rapid Vap marca Labconco. 
 Baño de ultarsonido. Modelo 5800, marca Branson. 
 Congeladora de -20 °C marca Solfarma. 
 Congeladora de -70 °C marca Thermo Scientific 
 Refrigerador de 2 a 8 °C marca Refrigeración Oliveros. 
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 Potenciómetro. Modelo 913, marca Methrom. 
 Manifold de Extracción Supelco Visiprep TM, bomba de vacío KNF. 
 Baño Termostático Modelo WB22 marca Memmert. 
 Equipo de filtración al vacío de vidrio. 
 Sistema LC: Sistema HPLC con bomba cuaternaria, autosampler 
refrigerado, horno de columna y degasificador. Modelo Surveyor marca 
Thermo Finnigan. 
 Sistema MS-MS: espectrómetro de masa en tándem con sonda ESI 
negativo. Modelo TSQ Quantum Discovery Max marca Thermo 
Finnigan. 
 
Estándares: 
 
 Cloranfenicol estándar de referencia, pureza 100%. European 
Farmacopeia Reference Standard. Lote N°3. 
 Cloranfenicol D5. CAP D5 98%, concentración 100 ug/ml en 
acetonitrilo.Cambridge Isotope Laboratorioes Inc.Lote : SCHA-002. 
 
1. Preparación de Soluciones: 
 
Hidróxido de Potasio 10 N: Disolver 56 g con agua desionizada y enrasar 
a 100 mL. Conservar a temperatura ambiente. 
Tampón fosfato 0.1 M pH 7.0: Pesar 13,6 g de Fosfato monobásico de 
potasio disolver con 400 mL de agua desionizada y ajustar a pH 7.0 con 
hidróxido de potasio 10 N, enrasar a 1000 mL. 
Solución 10% Acetonitrilo (CH3CN): Medir 50 mL de CH3CN y agregar a 
una fiola de 500 mL, enrasar con agua HPLC. 
Solución de Acetonitrilo: Agua (CH3CN: H2O; 1:1): Medir con una 
probeta 50 mL de CH3CN y 50 mL de agua grado HPLC, mezclar y 
homogenizar. (Instituto Salud Publica Chile, 2007). 
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2. Preparación de los estándares de Cloranfenicol 
 
• Solución stock primaria, aprox. 1000 μg/mL. (Sol 1) 
Pesar 10 mg de cloranfenicol estándar de referencia en una fiola de 10 
mL (balón aforado), disolver con metanol con ayuda de un baño 
ultrasónico, atemperar y enrasar con metanol. 
Almacenar a temperatura (-10° a -30°C). Estable un año. 
 Solución stock intermedia, aprox. 100 ug/ml. (Sol 1). 
Transferir una alícuota de 500 μL de la solución stock a una fiola de 5mL, 
diluir y enrasar con metanol. Almacenar a temperatura (-10° a -30°C). 
Estable un año. 
 Solución de trabajo, 1ug/ml (Sol 2). 
Transferir una alícuota de 500 μL de solución 1 a una fiola de 50 mL, 
diluir y enrasar con metanol. 
 Solución de fortificación, 100 ng/ml (Sol 3). 
Transferir una alícuota de 1000 μL de solución 2 a una fiola de 10 mL, 
diluir y enrasar con agua HPLC. 
 
3. Preparación del estándar interno CAP-D5 
 
 Solución stock de estándar interno CAP-D5, 2 ug/ml.  
Transferir una alícuota de 100 μL de la solución stock 100 ug/ml a una 
fiola de 5ml, diluir y enrasar con metanol. 
  Solución de estándar interno CAP-D5, 0,2 ug/ml. (SoI. 1) 
Transferir una alícuota de 1000 μL de la solución stock a una fiola de 10 
ml, diluir y enrasar con metanol. 
 Solución de estándar interno CAP D5, 2 ng/ml. (SoI. 2) 
Transferir una alícuota de 100 μL de la solución Sol. 1 a una fiola de 10 
ml, diluir y enrasar con agua. (Servicio Nacional de Sanidad Agraria 
Perú, 2009). 
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4. Preparación de los estándares para la curva de calibración. 
Soluciones conteniendo 0,1; 0,3; 0,5; 1, 5 y 10 ng/g de CAP y 2 ng/mL 
de CAPD5, en agua se preparan de acuerdo con la siguiente tabla: 
 
5. Condiciones Cromatográficas 
 
 Solución A: Disolver 0,770 g de acetato de amonio en una fiola de 1000 
ml con agua grado HPLC. 
 Solución B: Acetonitrilo. 
 Fase móvil: Solución A: Acetonitrilo (60:40) 
 Flujo: 0,25 ml/min. 
 Columna cromatografíca Ultra C18; 100 x 4,0 mm id, 3,0 μm. Restek. 
 Temperatura de columna: 25 °C. 
 Temperatura de automuestreador: 10°C. 
 Volumen de inyección: 20 uL. 
 Transiciones: 
 
Estándar Transición 
Cloranfenicol 320.9 151.9 
Cloranfenicol D5 325.8 156.8 
 
Las transiciones de los iones precursores y productos fueron evaluadas 
para establecer la identificación de cloranfenicol en las muestras 
analizadas. (Instituto Nacional de Salud Pública de Chile, 2007).  
 
Estándar Solución 
2 CAF 
(ng/mL) 
Alícuota 
(uL) 
Solución 
2 CAFD5. 
(uL)  
Volumen 
final 
(mL) 
Conc.final  
(ng/mL) 
Conc. final  
(ng/g) 
1 1000 10 100 10 1 0,1 
2 1000 30 100 10 3 0,3 
3 1000 50 100 10 5 0,5 
4 1000 100 100 10 10 1 
5 1000 500 100 10 50 5 
6 1000 1000 100 10 100 10 
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6. Preparación y extracción del cloranfenicol en la muestra. 
 
  Preparación de la muestra para el análisis 
La muestra se corta en pequeñas piezas para luego llevarlo al 
procesador de carnes, se homogeniza y se transfiere en envases de 
plástico previamente etiquetados. Las muestras se conservan a – 20ºC 
hasta el momento del análisis. 
 Preparación de la muestra 
a. Pesar 10 g de muestra en tubos de centrifuga de polipropileno de 50 
mL, agitar vórtex al menos 1 minuto. 
b. Añadir 25 mL de solución de buffer fosfato 0.1 M pH 7.0, llevar a vórtex 
por 4 minutos y sonicar por 15 minutos. 
c. Centrifugar los tubos a 6000 rpm x 10 min. 
d. Decantar el sobrenadante a un segundo tubo de polipropileno 50 mL. 
e. Filtrar el sobrenadante a través filtro de jeringa PVDF 0.45 um. y 
colectar aproximadamente 20 mL de filtrado en un tubo de polipropileno 
de 50 mL. 
 Extracción en fase sólida de cloranfenicol  
a. Instalar en el manifold las columnas SPE C18 100 mg x 3 mL. 
b. Acondicionar las columnas con 6 ml de acetonitrilo (esperar 5 min),                   
3 ml de agua y 3 ml de fosfato monobásico de potasio 0.1 M pH 7.0. 
c. Pasar 20 ml de la muestra filtrada a través de la columna. 
d. Lavar con 6 ml de agua y 12ml CH3CN al 10 %. 
e. Aplicar vacio por 5 minutos, luego enjuagar las agujas del manifold con 
acetonitrilo. 
f. Eluir con 3 ml de acetonitrilo y colectar en un tubo de vidrio. 
g. Aplicar vacio 1 minuto. 
h. Evaporar bajo corriente de nitrógeno a una temperatura de 50°C ± 5°C. 
i. Reconstituir con 200 ul de fase móvil.  
j. Agitar vórtex por 1 minuto. 
k. Colectar la muestra en un vial para su análisis cromatográfico. 
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7. Validación: 
 
Se realizó la determinación de los parámetros de validación de acuerdo con 
lo establecido por la Directiva 96/23/EC - 2002 Comisión Decisión Unión 
Europea. Se empleó tres controles de calidad (QCA: 5 ng/mL; QCB: 20 
ng/mL; QCC: 100 ng/mL). 
a. Especificidad: Se determinó la habilidad del método analítico para 
diferenciar cloranfenicol (CAF) y cloranfenicol deuterado (CAFD5) en 
presencia de otros constituyentes en la muestra, siguiendo el procedimiento 
de extracción.  
b. Límite de Detección: Se determinó la concentración más baja de 
cloranfenicol que sea detectable, inyectándose en el equipo un estándar de 
cloranfenicol en fase móvil, observándose que el pico del mismo sea tres 
veces la relación señal ruido. 
c. Límite de Cuantificación: Se determinó la concentración más baja de 
cloranfenicol que sea cuantificable, la cual debe ser cinco veces la relación 
señal ruido.  
d. Linealidad: Fue realizada contaminando la matriz con cloranfenicol en seis 
concentraciones: 1, 3, 5,10, 50 y 100 ng/ml correspondientes a 0.1, 0.3, 0.5, 
1,5 y 10 ng/g. 
e. Precisión: La determinación de precisión intradía e interdia se realizó en 
los QCA, QCB y QCC por triplicado. 
f. Exactitud: Se comparó los valores obtenidos de los controles de calidad 
(QCA, QCB, QCC), con respecto a los valores reales de los mismos.  
g. Recuperación: Se determinó al comparar las áreas de los picos en los 
QCA, QCB y QCC con las áreas obtenidas de las mismas en fase móvil. 
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PLAN DE VALIDACION  
 
1) Alcance de la validación: 
 
Método: Cromatografía Líquida -Espectrometría de Masas 
Analito: Cloranfenicol 
Matriz: Carne de Pollo 
Requerimientos del método: 
 Equipos calibrados 
 Personal capacitado 
 Reactivos y materiales certificados. 
Tipo: Validación prospectiva  
Procedimiento de validación: Se verificará el cumplimento de los 
parámetros de validación del método propuesto.  
 
2) Diseño experimental: 
 
 Se empleará como blanco la matriz de carne de pollo no contaminada 
con el analito cloranfenicol.  
 Los materiales de referencia a emplear serán: 
 Cloranfenicol estándar de referencia, pureza 100%. European 
Farmacopeia Reference Standard. Lote N°3. 
 Cloranfenicol D5. CAP D5 98%, concentración 100 ug/ml en 
acetonitrilo.Cambridge Isotope Laboratorioes Inc.Lote : SCHA-002 
 Se emplearán tres niveles de fortificación: 
 Control Calidad Bajo (QCA): 5 ng/mL 
 Control Calidad Medio (QCB): 20 ng/mL 
  Control Calidad Alto (QCC): 100 ng/mL. 
 Los parámetros que se validarán serán: 
Especificidad: 
Se efectuará la prueba por triplicado. 
Los cromatogramas de las muestras de carne de pollo no deben 
contener picos cromatográficos en los tiempos de retención 
correspondiente al analito cloranfenicol y su estándar interno 
cloranfenicol deuterado. 
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Límite de Detección (LOD): 
Se inyectará por triplicado la concentración más baja de cloranfenicol: 
1 ng/mL. 
Se observará si es detectable el estándar de cloranfenicol en fase móvil 
y si el pico cromatográfico es mayor a tres veces la relación señal ruido. 
Límite de Cuantificación (LOQ): 
Se inyectará por triplicado la concentración más baja de cloranfenicol 
que sea cuantificable. 
Se observará si el pico cromatográfico es mayor a cinco veces la 
relación señal ruido. 
Linealidad 
Se realizará contaminando la matriz con cloranfenicol en seis 
concentraciones: 
Estándar 
N° 
Concentración 
(ng/mL) 
Concentración 
(ng/g) 
1 1,0 0,1 
2 3,0 0,3 
3 5,0 0,5 
4 10,0 1,0 
5 50,0 5,0 
6 100,0 10,0 
Se deben cumplir los siguientes criterios: 
 En el nivel LOQ la desviación estándar relativa (DRS) debe ser 
menor a 20% de la concentración nominal declarada.  
 En los otros niveles la desviación estándar relativa debe ser menor 
a 15% de la concentración nominal declarada. 
 El coeficiente de correlación de la curva debe ser mayor que 0,95. 
Precisión 
Se determinará la precisión intradía e interdia empleando los controles 
de calidad QCA, QCB y QCC por triplicado. 
Precisión intradía o repetibilidad, se evaluará dentro de la misma 
secuencia de análisis de las muestras. 
Precisión interdia o reproducibilidad, se evaluará en al menos dos días 
diferentes de la secuencia de análisis de las muestras 
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El coeficiente de variación (CV%) de las alícuotas de QCA, QCB y 
QCC, no debe ser mayor al 20%para QCA y 15 % para QCB y QCC.  
 
Exactitud 
Se comparan los valores obtenidos de los controles de calidad (QCA, 
QCB, QCC), con respecto a los valores reales obtenidos en la curva de 
calibración. 
Recuperación 
Se compararán las áreas de los picos cromatográficos de los QCA, 
QCB y QCC en la matriz con sus áreas obtenidas en fase móvil. 
El analista responsable de la validación será el Q.F. Miguel Grande Ortiz. 
 
3) Materiales, insumos y equipos necesarios para desarrollar la 
validación: 
 Reactivos 
 Agua grado HPLC 
 Acetonitrilo grado HPLC. 
 Metanol grado HPLC.  
 Acetato de amonio grado reactivo   
 Hidróxido de potasio grado reactivo. 
 Fosfato monobásico de potasio grado reactivo. 
 Insumos  
 Tubos de polipropileno descartables de 15 mL con tapa rosca. 
 Tubos de polipropileno descartables de 50 mL con tapa rosca  
 Fiolas de 10, 25, 100 y 1000 mL. Clase A 
 Probeta 100 y 1000 mL. Clase A 
 Jeringas descartables de 5,10 y 20 ml. 
 Filtros de jeringa PVDF 25 mm, 0.45um. 
 Tips amarillo de 100 uL. 
 Tips azules 1000 uL. 
 Envases de plástico para la conservación de la muestra. 
 Micropipetas de rango variable 10-100 uL 
 Micropipetas de rango variable 100-1000 uL 
 Micropipetas de rango variable 1000-5000 uL 
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 Viales de 2 mL para automuestreador HPLC. 
 Insertos de 200 uL. 
 Columna cromatográfica Ultra C18; 100 x 4,0 mm id, 3 μm. 
 Columna extracción fase sólida SPE C18; 100 mg x 3 mL 
 Equipos  
 
 Moledor de carne.  
 Purificador de agua.  
 Balanza analítica 0-810 g, resolución 0.01g. 
 Balanza analítica Digital S 0-220 g, resolución 0.001g. 
 Mezclador Vórtex.  
 Centrífuga con capacidad para funcionar a 6000 rpm.  
 Evaporador con flujo de nitrógeno. 
 Baño de ultarsonido.  
 Congeladora de -20 °C. 
 Congeladora de -70 °C.  
 Refrigerador de 2 a 8 °C.  
 Potenciómetro.  
 Manifold de Extracción con bomba de vacío. 
 Baño Termostático.  
 Equipo de filtración al vacío de vidrio. 
 Sistema LC: Sistema HPLC con bomba cuaternaria, autosampler 
refrigerado, horno de columna y degasificador.  
 Sistema MS-MS: espectrómetro de masa en tándem con sonda ESI 
negativo.  
Plan de validación elaborado por Firma Fecha Elaboración 
Nombre: Q.F. Miguel Grande Ortiz 
Cargo: Analista 
  
 
Comentarios, observaciones o modificaciones al plan: Fecha Firma 
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CAPITULO 4: RESULTADOS  
 
4.1. Presentación de resultados 
 
Validación: 
 
a. Especificidad. En los cromatogramas de las muestras de carne de pollo 
no se observó picos cromatográficos en los tiempos de retención 
correspondiente a cloranfenicol y cloranfenicol deuterado (IS). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
            Figura N°19 Especificidad, inyección de 20 uL de fase móvil. 
 
b. Precisión: El coeficiente de variación (CV%) de las cuatro alícuotas de 
QCA, QCB y QCC, no debe ser mayor al 20%para QCA y 15 % para QCB 
y QCC. 
 
 
Tabla N°6 Precisión Intradía. 
Analito QCA (5, ng/ml) 
QCB 
(20 ng/ml) 
QCC 
(100 ng/ml) 
Cloranfenicol
(n=4) 
3,59 15,92 105,28 
2,49 17,89 92,44 
2,41 18,87 106,40 
2,66 19,65 108,29 
CV (%) 19,61 4,46 6,.87 
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Tabla N°7 Precisión Interdia. 
 
 
 
c. Exactitud. - El valor medio para las cinco alícuotas de QCA, QCB y QCC. 
 
Tabla N°8 Exactitud. 
 
 
d. Recuperación. La recuperación del analito y del estándar interno no debe 
ser menor al 50%, siempre que cumpla con la precisión y exactitud. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla N°9 Recuperación 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Analito QCA (5 ng/ml) 
QCB 
(20 ng/ml) 
QCC 
(100 ng/ml) 
Cloranfenicol
(n=4) 
6,14 27,86 104,97 
6,17 21,50 110,51 
6,57 22,75 109,29 
6,59 19,83 103,27 
CV (%) 3,86 15,07 3,22 
Cloranfenicol 3 ng/mL 5 ng/mL 10 ng/mL 100 ng/mL 
Concentración obtenida 3,71 5,81 9,99 103,35 
Exactitud (%) 23,6 16,2 0,10 3,35 
Analito 
Concentración 
Nominal  
(ng/mL) 
Promedio de muestras 
Recuperación 
 (%) 
Extraídas 
de matriz 
carne 
pollo 
En fase 
 móvil 
 Cloranfenicol 
  
1 2.,2 2,01 105,38 
10 9,58 9,99 95,92 
100 92,67 102,35 90,54 
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e. Límite de detección (LOD): Los blancos no presentan interferencias en 
los tiempos de retención de los picos correspondientes a los analitos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura N°20 LOD: CAF 1 ng/ml; tiempo retención 6,80 min; IS 2 ng/ml, tiempo retención 6.71 min. 
 
f. Límite de cuantificación (LOQ).  El analito debe ser identificable y 
reproducible, con una precisión de 20% y exactitud de 80% - 120%  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura N°21 LOQ CAF 3 ng/ml; tiempo retención 6,89 min; IS 2 ng/ml, tiempo retención 6.84. 
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g. Linealidad.  Los resultados de la curva cumplen los siguientes criterios:  
a. Los puntos de la curva en el nivel LOQ tienen una desviación relativa 
menor a 20% de la concentración nominal declarada.  
b. Los otros estándares no cero tienen una desviación menor a 15% de la 
concentración nominal declarada. 
c. El coeficiente de correlación de la curva es mayor que 0,95. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla N°10 Linealidad 
 
  
       
 
 
 
 
   
 
 
 
 
 
 
 
Figura N°22 Curva de Calibración Cloranfenicol 
 
 
 
Tipo de muestra 
(ng/mL) 
Concentración 
Hallada (ng/mL) 
Exactitud 
(%) 
Recuperación 
% 
1,0 1,05 4,68 104,68 
3,0 3,00 -0,03 99,97 
5,0 4,27 -14,64 85,36 
10,0 10,04 0,36 100,36 
50,0 51,20 2,40 102,40 
100,0 99,38 -0,62 99,38 
Coeficiente de correlación  0,9987 
71 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura N°23 Muestra Carne Pollo CAF tiempo retención 6,91 min; IS 2 ng/ml, 6,85 min 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura N°24  St CAF 100 ng/ml tiempo retención 6,91 min; IS 2 ng/ml, tiempo retención 6,85 min 
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Concentración de Cloranfenicol en las Muestras: 
 
Tabla N°11 Concentración de Cloranfenicol en Muestras 
 
ND: No definido 
 
 
 
 
N° Muestra Procedencia Mercado Avícola 
Cloranfenicol  
 (ng/mL)  
 
 
Cloranfenicol  
 (ng/g)  
 
MP1 Unicachi San Fernando 4,25 0,4 
MP2 Unicachi San Fernando 3,72 0,4 
MP3 Unicachi Redondos 36,48 3,6 
MP4 Unicachi Redondos 1,65 0,2 
MP5 Unicachi Redondos 7,05 0,7 
MP1 Caquetá ND 1,27 0,1 
MP2 Caquetá ND 1,46 0,1 
MP3 Caquetá ND 1,32 0,1 
MP4 Caquetá ND 6,93 0,7 
MP5 Caquetá ND 5,94 0,6 
MP1 Makro Avinka 1,56 0,2 
MP2 Makro Avinka 1,59 0,2 
MP3 Makro San Fernando 1,46 0,2 
MP4 Makro San Fernando 2,49 0,2 
MP5 Makro San Fernando 3,35 0,3 
MP1 Central Redondos 1,56 0,2 
MP2 Central Redondos 1,59 0,2 
MP3 Central San Fernando 1,84 0,2 
MP4 Central San Fernando 1,56 0,2 
MP5 Central Redondos 12,06 1,2 
MP1 Tottus ND 7,04 0,7 
MP2 Tottus ND 3,5 0,4 
MP1 Metro ND 9,62 1,0 
MP2 Metro ND 13,53 1,3 
MP1 Plaza Vea ND 5,37 0,5 
MP2 Plaza Vea ND 5,91 0,6 
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DISCUSION 
El método de extracción propuesto para el análisis de cloranfenicol a partir de 
muestras de carne de pollo, resulto ser efectivo al obtenerse valores de 
recuperación para los tres niveles de las muestras controles empleadas por 
encima del 90% (105,38 %,95,92%, y 90,54% respectivamente), resultando 
superior a lo encontrado en otras investigaciones como la de Widiastuti et 
al.,2014.En la cual los valores hallados solo se encontraron en el rango de 
77,5%,83,4% y 97,3 % para los tres niveles empleados.  
 
La validación del método propuesto empleando cromatografía líquida de alta 
resolución acoplada a espectrometría de masas tipo tándem Triple 
Cuadrupolo Masa-Masa (LC-MS/MS), permitió obtener valores que se 
encontraron dentro de lo exigido por las regulaciones internacionales como la 
Directiva 96/23/EC - 2002 Comisión Decisión Unión Europea, comprobándose 
la especificidad del método al no obtener pico cromatográfico alguno en los 
tiempos de retención del analito Cloranfenicol (CAF) y su estándar interno, 
Cloranfenicol Deuterado (CAFD5) según lo mostrado en la figura N°19. 
Asimismo, el límite de detección (LOD) hallado fue de 1,0 ng/ml, 
correspondiente a 0,1 ng/g, y el límite de cuantificación (LOQ) 3,0 ng/ml 
correspondiente a 0,3 ng/g tal como se muestran en las figuras N° 20 y 21, en 
las cuales el CAF presenta un tiempo de retención de aproximadamente 6,8 
min y su estándar interno CAFD5  6,71 min respectivamente. La precisión 
intradía (QCA 19,61%,QCB 4,46% y QCC 6,87%) e interdia (QCA 3.86%, 
QCB 15,07% y QCC 3,22%) se encontró dentro de los límites establecidos por 
la Comisión Decisión Unión Europea, tal como se muestra en las tablas N° 6 
y 7,con una buena exactitud y la linealidad presentó un coeficiente de 
correlación lineal  r= 0,9987 y un porcentaje de recuperación para los 6 niveles 
propuestos entre 84,61% y 105,0 % tal como se puede observar en la tabla 
N° 10; por lo que se puede establecer que la validación resulto satisfactoria al 
igual a lo obtenido en otras investigaciones como  Rocha et al.,2009, Gikas et 
al., 2004, Ramos et al.,2003 y Caniou et al.,1995, en las que se demostró la 
eficacia de la validación de los métodos propuestos para los parámetros 
evaluados como exactitud, precisión, linealidad y recuperación. 
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El empleo de un sistema de extracción en fase sólida, mediante cartuchos del 
tipo C18, con carga de 100 mg y 3 mL de volumen, permitió obtener muestras 
mucho más puras que el de los métodos convencionales de extracción líquido 
líquido con solventes orgánicos, y en forma mucho más rápida, 
evidenciándose con la detección del analito cloranfenicol (CAF) y su estándar 
interno cloranfenicol deuterado(CAFD5) como se muestra en la figura N°22,al 
igual que lo obtenido en las investigaciones de Bogusz et al., 2004 , Gikas et 
al., 2004 y Ramos et al.,2003, en donde también se puedo demostrar la 
eficiencia y rapidez del método empleando el procedimiento de extracción en 
fase sólida(SPE). 
 
Las transiciones obtenidas al emplear el método propuesto de cromatografía 
liquida de alta resolución acoplada a espectrometría de masas tipo tándem 
Triple Cuadrupolo Masa-Masa (LC-MS/MS), fueron de 320,90→150,96 SRM 
(Monitoreo de Reacción Simple),para el analito cloranfenicol (CAF) y de 
325,85→ 155,98 SRM para el estándar interno cloranfenicol deuterado 
(CAFD5) tal como se visualiza en la figuras N°22 y 23, al igual a lo obtenido 
por las investigaciones de Barreto Fabiano et al.,2012, Bogusz et al., 2004 y  
Mottier et al.,2003. En las cuales se pudo corroborar las transiciones para CAF 
321→152 y CAPD5 326→157. 
 
De las 26 muestras evaluadas procedentes de 4 mercados de distribución de 
carne de pollo de la ciudades de Lima y Callao: Mercado Unicachi, distrito de 
Los Olivos, Mercado Caquetá distrito Rimac, Mercado Central Cercado de 
Lima y Makro del Callao así Como de los supermercados Tottus, Metro y Plaza 
Vea, se evidencio que 14 (catorce) muestras no cumplieron con el Límite 
Máximo Residual permitido para el antibiótico cloranfenicol en carne pollo 
definida por la FDA y la Unión Europea ≤ 0.3 ng/g tal como se muestra en la 
tabla N°11,al igual que lo obtenidos en las investigaciones de  Bakar et 
al.,2013, Tajik H.et al.,2010 y .Bogusz et al., 2004; donde también se 
obtuvieron en las muestras analizadas, valores que no cumplieron con el límite 
establecido por la regulación europea. 
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En consecuencia, según los resultados obtenidos se evidencio que el método 
propuesto fue capaz de identificar y cuantificar el antibiótico cloranfenicol en 
carne de pollo mediante la técnica de cromatografía liquida de alta resolución 
acoplada a espectrometría de masas tipo tándem Triple Cuadrupolo Masa-
Masa (LC-MS/MS, tan igual como la efectuada en otras investigaciones como 
de Widiastuti et al., 2014 y Li et al., 2002, donde se detectó la presencia de 
residuos de cloranfenicol en alimentos. 
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CONCLUSIONES 
 
 
1. Se efectuó la extracción del analito cloranfenicol mediante sistema de 
extracción en fase sólida (SPE), obteniéndose en forma más rápida muestras 
con alta pureza, para el analito cloranfenicol (CAF) y su estándar interno 
cloranfenicol deuterado(CAFD5), con valores de recuperación por encima del 
90%. 
 
2. Se logró obtener las transiciones empleando el método propuesto 
cromatografía liquida de alta resolución acoplada a espectrometría de masas 
tipo tándem Triple Cuadrupolo Masa-Masa (LC-MS/MS) de 320,90→150,96 
SRM (Monitoreo de Reacción Simple), para el analito cloranfenicol (CAF) y de 
325,85→ 155,98 SRM para el estándar interno cloranfenicol deuterado 
(CAFD5), con lo que se identificó la presencia de estos analitos en la muestra 
de carne de pollo analizada. 
 
3. De las 26 muestras evaluadas procedentes de 4 mercados de distribución 
de carne de pollo de las ciudades de Lima y Callao, se evidencio que 14 
(catorce) muestras no cumplieron con el Límite Máximo Residual permitido 
para el antibiótico cloranfenicol en carne pollo definida por la FDA y la Unión 
Europea 0,3 ng/g. 
 
4. Se logró desarrollar y validar un método que fue capaz de identificar y 
cuantificar residuos del antibiótico cloranfenicol en muestras de carne de pollo 
empleando el método de cromatografía liquida de alta resolución acoplada a 
espectrometría de masas tipo tándem Triple Cuadrupolo Masa-Masa            
(LC-MS/MS), obteniéndose valores durante su validación que se encontraron 
dentro de lo exigido por las regulaciones internacionales como la  Directiva 
96/23/EC - 2002 Comisión Decisión Unión Europea, para los parámetros 
evaluados de especificidad, precisión, exactitud, linealidad y recuperación. 
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RECOMENDACIONES 
 
 
1. Promover el estudio de residuos de otros antimicrobianos en carnes de 
consumo masivo para conocer si cumplen con límites máximos de residuos 
permitidos según las normas internacionales de sanidad alimentaria. 
 
2. Es necesario que los médicos veterinarios y empresas privadas mejoren las  
 medidas de bioseguridad en las diferentes avícolas, prestando especial 
énfasis al uso adecuado de los antimicrobianos. 
 
3. Descentralizar a nivel nacional, el monitoreo de residuos de antimicrobianos 
en otros tipos de carnes utilizados en la industria alimentaria empleando 
métodos que sean capaces de identificar y cuantificar la presencia de estos 
analitos, para su posterior confirmación en laboratorios referenciales que 
cuentan con la tecnología de la cromatografía liquida de alta resolución 
acoplada a espectrometría de masas tipo tándem Triple Cuadrupolo Masa-
Masa (LC-MS/MS). 
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ANEXOS 
 
 ANEXO A: Condiciones Cromatografía Liquida-Masas. 
 ANEXO B: Cromatogramas Validación del Método -. Curva de Calibración 
 ANEXO C: Cromatogramas Validación del Método -. Precisión Intradía 
 ANEXO D: Cromatogramas Validación del Método -. Precisión Interdia 
 ANEXO E: Cromatogramas Validación del Método -. Linealidad 
 ANEXO F: Cromatogramas Muestras de Carne de Pollo 
 ANEXO G: Espectrómetro de Masas Modelo TSQ QUANTUM DISCOVERY 
MAX MARCA THERMO FINNIGAN 
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Anexo A: CONDICIONES CROMATOGRAFIA LIQUIDA -MASAS 
 
 Solución A: Disolver 0,770 g de acetato de amonio en una fiola de 1000 
ml con agua grado HPLC. 
 Fase móvil: Solución A: Acetonitrilo (60:40) 
 Flujo: 0,25 ml/min. 
 Sistema HPLC. Modelo Surveyor marca Thermo Finnigan. 
 Columna cromatografíca Ultra C18; 100 x 4,0 mm id, 3,0 μm.Restek 
 Temperatura de columna: 25 °C. 
 Temperatura de automuestreador: 10°C. 
 Volumen de inyección: 20 uL. 
 Espectrómetro de masa en tándem con sonda ESI negativo. Modelo 
TSQ Quantum Discovery Max marca Thermo Finnigan. 
 Transiciones: 
 
Estándar Transición 
Cloranfenicol 320.9 151.9 
Cloranfenicol D5 325.8 156.8 
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Anexo B: CROMATOGRAMAS CURVA CALIBRACION 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 CAF ST 1 ng/mL                                CAFD5  
 
 
 
 
 
 
 
  
   
 
 
 
 
 
CAF ST 3 ng/mL                                CAFD5  
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
CAF ST 5 ng/mL                                 CAFD5  
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Anexo B: CROMATOGRAMAS CURVA CALIBRACION 
 
 
 
 
  
 
 
 
  
  
 
 
 
CAF ST 10 ng/mL                                 CAFD5  
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
  
CAF ST 50 ng/mL                                 CAFD5  
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
  
 
  
 
CAF ST 100 ng/mL                                CAFD5  
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Anexo C: CROMATOGRAMAS – PRECISION INTRADIA 
 
 
 
 
 
  
  
 
 
  
 
 
CAF ST 100 ng/mL                                 CAFD5  
 
 
 
 
 
 
   
 
   
 
 
 
  
 
 
CAF ST 100 ng/mL                                 CAFD5  
 
 
 
 
 
   
 
 
 
 
  
 
  
 
 
CAF ST 100 ng/mL                                 CAFD5  
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Anexo C: CROMATOGRAMAS – PRECISION INTRADIA 
 
 
  
 
  
  
 
  
 
 
 
 
 
CAF ST 100 ng/mL                                 CAFD5  
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
CAF ST 20 ng/mL                                  CAFD5  
 
 
 
 
 
 
  
  
  
 
 
 
 
 
 
CAF ST 20 ng/mL                                  CAFD5  
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Anexo C: CROMATOGRAMAS – PRECISION INTRADIA 
 
 
  
 
  
 
 
 
 
  
 
 
 
CAF ST 20 ng/mL                                   CAFD5 
 
 
 
 
 
 
  
  
 
 
 
 
 
 
CAF ST 20 ng/mL                                   CAFD5 
 
 
 
 
  
 
  
 
 
 
 
 
 
 
CAF ST 5 ng/mL                                   CAFD5 
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Anexo C: CROMATOGRAMAS – PRECISION INTRADIA 
 
 
  
 
  
 
  
  
 
 
 
 
CAF ST 5 ng/mL                                   CAFD5 
 
 
 
  
 
 
 
 
  
 
 
 
 
CAF ST 5 ng/mL                                   CAFD5 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
CAF ST 5 ng/mL                                   CAFD5 
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Anexo D: CROMATOGRAMAS – PRECISION INTERDIA 
 
 
 
  
 
   
  
 
 
 
 
 
 
 
CAF ST 5 ng/mL                                  CAFD5  
 
 
 
 
 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CAF ST 5 ng/mL                                  CAFD5  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CAF ST 5 ng/mL                                  CAFD5  
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Anexo D: CROMATOGRAMAS – PRECISION INTERDIA 
 
  
 
 
   
  
  
 
  
 
 
 
 
CAF ST 5 ng/mL                                  CAFD5  
 
 
 
 
  
 
  
 
  
  
 
  
 
 
CAF ST 20 ng/mL                                  CAFD5  
 
 
 
 
 
 
  
 
   
 
 
 
 
 
CAF ST 20 ng/mL                                  CAFD5  
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Anexo D: CROMATOGRAMAS – PRECISION INTERDIA 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
CAF ST 20 ng/mL                                  CAFD5  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
CAF ST 20 ng/mL                                  CAFD5  
 
 
 
 
 
 
   
   
 
 
 
 
 
 
CAF ST 20 ng/mL                                  CAFD5  
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Anexo D: CROMATOGRAMAS – PRECISION INTERDIA 
 
 
 
 
 
   
 
 
 
 
 
 
 
CAF ST 100 ng/mL                                 CAFD5  
 
 
 
 
 
  
 
 
  
 
  
 
 
 
 
CAF ST 100 ng/mL                                 CAFD5  
 
 
 
 
 
  
 
  
  
 
 
 
 
 
CAF ST 100 ng/mL                                 CAFD5  
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Anexo D: CROMATOGRAMAS – PRECISION INTERDIA 
 
 
  
  
  
   
  
 
 
 
 
 
 
CAF ST 100 ng/mL                                 CAFD5  
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
   
 
 
CAF ST 100 ng/mL                                 CAFD5  
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Anexo E: CROMATOGRAMAS – LINEALIDAD 
 
 
 
 
  
  
 
 
 
 
 
 
Fase Móvil                                       Fase Móvil 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
  
 
 
 
 
CAF ST 1 ng/mL                                 CAFD5  
 
 
 
 
 
  
 
  
 
 
 
 
 
 
CAF ST 3 ng/mL                                 CAFD5  
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Anexo E: CROMATOGRAMAS – LINEALIDAD 
 
 
 
 
 
 
 
   
 
 
 
 
 
CAF ST 5 ng/mL                                 CAFD5  
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
   
 
 
 
 
CAF ST 10 ng/mL                                 CAFD5  
 
 
 
 
 
 
   
 
 
 
 
 
 
 
CAF ST 50 ng/mL                                 CAFD5  
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Anexo E: CROMATOGRAMAS – LINEALIDAD 
 
 
 
  
 
 
   
 
 
 
 
 
 
 
CAF ST 100 ng/mL                                CAFD5  
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ANEXO F: CROMATOGRAMAS MUESTRAS DE CARNE DE POLLO 
 
  
 
   
  
 
 
  
  
 
  
 
 
 
 
CAF UNICACHI MP 1          CAFD5 UNICACHI MP 1 
 
  
  
  
 
  
  
 
   
  
 
 
 
 
 
CAF UNICACHI MP 1          CAFD5 UNICACHI MP 1 
 
 
   
 
 
   
   
 
 
 
 
 
 
 
 
CAF UNICACHI MP 2          CAFD5 UNICACHI MP 2 
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ANEXO F: CROMATOGRAMAS MUESTRAS DE CARNE DE POLLO 
 
 
 
 
  
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
CAF UNICACHI MP 2          CAFD5 UNICACHI MP 2 
 
 
 
  
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
CAF UNICACHI MP 3          CAFD5 UNICACHI MP 3 
 
 
 
 
 
 
  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
CAF UNICACHI MP 3          CAFD5 UNICACHI MP 3 
 
101 
 
ANEXO F: CROMATOGRAMAS MUESTRAS DE CARNE DE POLLO 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
CAF UNICACHI MP 4          CAFD5 UNICACHI MP 4 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
     
CAF CAQUETA MP 1              CAFD5 CAQUETA MP 1 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CAF CAQUETA MP 1              CAFD5 CAQUETA MP 1 
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ANEXO F: CROMATOGRAMAS MUESTRAS DE CARNE DE POLLO 
 
 
 
 
 
 
  
  
 
 
 
 
 
 
CAF CAQUETA MP 2              CAFD5 CAQUETA MP 2 
 
 
 
 
 
 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
CAF CAQUETA MP 2              CAFD5 CAQUETA MP 2 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
  
 
 
 
 
 
CAF CAQUETA MP 3              CAFD5 CAQUETA MP 3 
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ANEXO F: CROMATOGRAMAS MUESTRAS DE CARNE DE POLLO 
 
 
 
 
  
 
 
  
 
 
 
 
 
CAF CAQUETA MP 3              CAFD5 CAQUETA MP 3 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CAF CAQUETA MP 4              CAFD5 CAQUETA MP 4 
 
 
 
 
  
  
 
 
 
 
 
  
 
 
 
CAF CAQUETA MP 4              CAFD5 CAQUETA MP 4 
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ANEXO F: CROMATOGRAMAS MUESTRAS DE CARNE DE POLLO 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
  CAF MAKRO MP 1              CAFD5 MAKRO MP 1 
 
 
 
 
 
 
  
  
 
 
 
 
 
 
 
CAF MAKRO MP 1               CAFD5 MAKRO MP 1 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
  
 
 
 
 
 
 CAF MAKRO MP 2              CAFD5 MAKRO MP 2 
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ANEXO F: CROMATOGRAMAS MUESTRAS DE CARNE DE POLLO 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
CAF MAKRO MP 2                       CAFD5 MAKRO MP 2 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
  
 
 
 
 
CAF MAKRO MP 3                       CAFD5 MAKRO MP 3 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
  
 
 
 
 
CAF MAKRO MP 3                       CAFD5 MAKRO MP 3 
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ANEXO F: CROMATOGRAMAS MUESTRAS DE CARNE DE POLLO 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CAF MAKRO MP 3                       CAFD5 MAKRO MP 3 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
CAF MAKRO MP 4                        CAFD5 MAKRO MP 4 
 
 
 
 
 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  CAF CENTRAL MP 1                       CAFD5 CENTRAL MP 1 
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ANEXO F: CROMATOGRAMAS MUESTRAS DE CARNE DE POLLO 
 
 
 
 
 
 
 
  
  
 
 
 
 
CAF CENTRAL MP 1                       CAFD5 CENTRAL MP 1 
 
 
 
  
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CAF CENTRAL MP 2                       CAFD5 CENTRAL MP 2 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CAF CENTRAL MP 3                       CAFD5 CENTRAL MP 3 
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ANEXO F: CROMATOGRAMAS MUESTRAS DE CARNE DE POLLO 
 
 
 
 
  
 
  
 
 
 
 
 
 
 
CAF CENTRAL MP 3                       CAFD5 CENTRAL MP 3 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
CAF CENTRAL MP 4                       CAFD5 CENTRAL MP 4 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
CAF CENTRAL MP 4                       CAFD5 CENTRAL MP 4 
 
 
109 
 
ANEXO F: CROMATOGRAMAS MUESTRAS DE CARNE DE POLLO 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
  
 
 
 
 
CAF TOTTUS MP 1                       CAFD5 TOTTUS MP 1 
 
 
 
 
  
 
 
  
  
 
 
 
 
 
 
CAF TOTTUS MP 2                       CAFD5 TOTTUS MP 2 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
  
 
 
 
 
CAF TOTTUS MP 3                       CAFD5 TOTTUS MP 3 
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ANEXO F: CROMATOGRAMAS MUESTRAS DE CARNE DE POLLO 
 
  
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
CAF TOTTUS MP 4                       CAFD5 TOTTUS MP 4 
 
 
 
 
  
  
 
  
  
 
 
 
 
 
CAF METRO MP 1                        CAFD5 METRO MP 1 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
  
 
 
 
 
CAF METRO MP 2                        CAFD5 METRO MP 2 
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ANEXO F: CROMATOGRAMAS MUESTRAS DE CARNE DE POLLO 
 
 
 
 
 
   
  
 
 
 
 
 
 
CAF METRO MP 3                        CAFD5 METRO MP 3 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
CAF METRO MP 4                        CAFD5 METRO MP 4 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
  
 
 
 
 
 
CAF PLAZA VEA MP 1                   CAFD5 PLAZA VEA MP 1 
 
 
 
112 
 
ANEXO F: CROMATOGRAMAS MUESTRAS DE CARNE DE POLLO 
 
 
 
 
 
  
 
 
  
 
 
 
 
CAF PLAZA VEA MP 2                   CAFD5 PLAZA VEA MP 2 
 
 
 
 
 
 
   
 
 
 
 
 
 
 
CAF PLAZA VEA MP 3                   CAFD5 PLAZA VEA MP 3 
 
 
 
 
  
 
 
  
  
 
 
 
 
 
 
 
CAF PLAZA VEA MP 4                   CAFD5 PLAZA VEA MP 4 
 
 
113 
 
ANEXO G: ESPECTRÓMETRO DE MASA MODELO TSQ QUANTUM 
DISCOVERY MAX MARCA THERMO FINNIGAN 
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ANEXO H: INFORME DE MANTENIMIENTO Y VERIFICACION 
OPERACIONAL DE EQUIPO ESPECTRÓMETRO DE MASA 
MODELO TSQ QUANTUM DISCOVERY MAX MARCA THERMO 
FINNIGAN 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



























